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RESUMO

Estudo experimental das alteraces agudas na glicemia e concentracdes testiculares
de ATP e glicose induzidas por torgcdo unilateral, in vivo. SERGIO BOTELHO
GUIMARAES. Programa de Pés-graduacéo Stricto Sensu do Departamento de Cirurgia da
Universidade Federal do Ceard (Mestrado). Abril de 2002. Orientador: Prof. Dr. Paulo

Roberto Leitdo de Vasconcelos.

A torcdo do corddo espermatico € a emergéncia geniturindria mais comum na idade
pediatrica. Foram estudadas as alteragbes metabdlicas agudas nas concentracdes
testiculares de ATP e glicose apds uma hora de isquemia induzida por tor¢do do cordéo
espermatico. Sessenta ratos Wistar machos, pré-puberes, foram distribuidos em 2 grupos
de 30 animais cada, e cada grupo em 5 subgrupos de 6 ratos. Os ratos do grupo 1 foram
submetidos a tor¢éo seguida por distor¢do imediata (operagéo simulada) do testiculo direito.
Os animais do grupo 2 foram submetidos a torcdo do testiculo direito (720°), durante uma
hora. Os animais dos diferentes subgrupos foram sacrificados 30 minutos, 1 hora, 6 horas e
24 horas apos a distor¢ao ou realizacdo da cirurgia simulada para a remoc¢éao dos testiculos
e coleta de amostra de sangue arterial. As alteragdes das concentracdes de glicose e ATP
foram determinadas por métodos enziméticos. Ocorreu queda significante (p < 0,05) da
concentracao de glicose e ATP no tempo 0 h, nos testiculos isquemiados. N&o ocorreram
alteracdes na glicemia nem nas concentracbes de glicose e ATP nos testiculos
contralaterais. Os animais submetidos a operagdo simulada apresentaram aumento
significante (p < 0,05) da concentracao de glicose no testiculo ipsilateral quando comparada
a concentracdo de glicose no testiculo esquerdo dos mesmos animais nos tempos 0 h e
24h. A diminuicdo do fluxo sanguineo em decorréncia da tor¢cdo explica a reducdo das
concentracdes de ATP e glicose nos testiculos isquemiados. A auséncia de alteragfes nas
concentracdes de ATP e glicose nos testiculos contralaterais (esquerdos) poderia ser uma
decorréncia do reduzido tempo de isquemia imposto ao testiculo ipsilateral (direito). Conclui-
se que a torgéo testicular unilateral de 720°, por uma hora, induz uma reducéo significante (p
< 0,05) das concentragfes testiculares de ATP e de glicose no testiculo isquemiado sem
alteracdes correspondentes da glicemia. A simples manipulacéo do testiculo direito (cirurgia

simulada) induz um aumento da concentracéo de glicose testicular.

Descritores: Torcdo do corddo espermatico, Testiculo [metabolismo], Isquemia, Ratos
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ABSTRACT

In vivo acute changes in ATP and glucose concentrations in the rat testicles following
unilateral torsion. Experimental study. SERGIO BOTELHO GUIMARAES. Post-
graduation Course in Surgery (Stricto Sensu) of the Surgical Department, Faculty of
Medicine, Federal University of Ceara (Master's Degree in Surgery). 2002, April. Professor:

Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Spermatic cord torsion is one of the more common surgical urological emergencies in
childhood. An experimental study has been conducted to investigate acute changes in
testicular concentrations of ATP and glucose following one-hour unilateral 720° testicular
torsion. Sixty prepubertal male Wistar rats were distributed into two groups: Group 2
(Ischemia) and Group 1 (Sham operated). Each group (n=30) was divided into 5 subgroups
(n=6). All animals were subjected to right testicular torsion of 720°. The testicular torsion of
animals from Group 1 was immediately corrected. Group 2 animals had their testicular
torsion lasting one hour followed by detorsion. Testicles were collected and arterial blood
samples taken from abdominal aorta of each animal subgroup at the end of ischemic period
or one hour after sham operation and 0.5, 1, 6 and 24 hours later. ATP and glucose
concentrations were significantly decreased (p<0.05) in ischemia group as compared to
sham group at the end of ischemic period. There was no difference in glycemia when
comparing ischemic versus sham-operated rats. Glucose concentrations were significantly
increase (p <0,05) in ipsilateral testis of sham-operated rats No significant change in ATP
and glucose concentrations were found in the left testicle in comparison to the ones
measured in the right testicle of the same animal. The decrease in ATP and glucose
concentrations may be explained by the reduction in blood flow to the torted testis imposed
by torsion. The absence of significant contralateral alterations in the concentrations of ATP
and glucose could be related to the limited time of isquemia imposed to the right testis. It is
concluded that unilateral one-hour testicular torsion causes a decrease in ipsilateral testicular
perfusion resulting in decreased testicular concentrations of glucose and ATP in the
ipsilateral (right) testicles and no alterations in the concentrations of glucose and ATP in the
contralateral testicles. Simple testicle manipulation (Sham Operation) causes a significant

increase in glucose concentrations in the ipsilateral (right) testis.

Subject Headings: Spermatic Cord Torsion, Testis [metabolism], Ischemia, Rats



1. INTRODUCAO

A dor escrotal intensa e de aparecimento subito, em criangas e adolescentes,
tem como causa mais frequente a torcdo do apéndice testicular ou Hidatide de
Morgagni; a tor¢cado unilateral do corddo espermatico ocupa o segundo lugar na
génese da dor escrotal aguda (ANDERSON e WILLIAMSON, 1988; HASTIE e
CHARLTON, 1990; PRIETO et al., 1996; DUBOIS e DODAT, 1998; VAN GLABEKE
et al., 1998; SOUTO et al., 1999).

O testiculo humano é uma estrutura de forma elipséide suspensa por um eixo
vertical ao longo do corddo espermatico (CURRIE et al.,1989). Sua rotacdo axial
determina, de inicio, uma oclusdo venosa, permanecendo pérvio o sistema arterial,
logo se estabelece o edema que acentua o efeito estrangulador da torcdo e
comprime o0s vasos, levando a isquemia e ao infarto por obstrucdo do fluxo
sanguineo arterial, resultando em gangrena do testiculo, caso ndo sejam instituidas,
em tempo habil, as medidas terapéuticas apropriadas (SKOGLUND et al., 1970a).

O quadro clinico descrito é denominado torcao testicular (TT) ou tor¢do do
corddo espermético (TCE), de modo mais apropriado, aflige os individuos do sexo
masculino no periodo de gestacao intra-uterina, e ao longo da sua existéncia,
afetando profundamente a funcdo reprodutora e se constitui a emergéncia
geniturinaria mais comum, na idade pediatrica (STEINBERGER e TJIOE, 1969;
SPARKS, 1972; ORTIZ et al., 1985; NISTAL et al., 1992; OROZCO SANCHEZ e
SAMANO MARTINEZ, 1994; DOMINGUEZ et al., 1994; GIANNAKOPOULOS et
al., 1955; TUCCI JUNIOR e BEDUSCHI (1996); GIANNAKOPOULOS et al., 1997;
PRILLAMAN e TURNER, 1997; AL SALEM, 1999; GAUSCHE, 1996).

A cirurgia precoce pode interromper esse ciclo vicioso, impedindo ainda seus
efeitos deletérios sobre o testiculo contralateral (BARTSCH et al., 1980; PASSIA et
al., 1980; COSENTINO et al, 1984; HADZISELIMOVIC et al., 1986;
JHUNJHUNWALA et al., 1986; MAZURKIEWICZ, 1986; JANETSCHEK et al, 1988;
SAKAI et al., 1992; KAMADA et al., 1993; ORTIZ e ARAUJO, 1998).

Estudos atuais mostram que a diminuicdo da espermatogénese observada no

testiculo contralateral esta relacionada com a lesdo decorrente da oxigenacdo dos
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tecidos depois de determinado periodo de isquemia, conhecida como lesdo por
reperfusdo (AKGUR et al., 1993).

A hipéxia resultante da diminuicdo do fluxo sanguineo pela torcdo do cordéo
esperméatico produz niveis elevados de &cido lactico, hipoxantina e peroxidases
lipidicas nos tecidos isquémicos, seguida da producdo de grande quantidade de
radicais livres de oxigénio, que reagem com os lipidios das células e das
mitocondrias, alterando a permeabilidade de suas membranas, culminando com a
morte celular (SAUGSTAD, 1988; REILLY et al., 1991; KAGAN apud AKGUR et al.,
1993).

As lesBes encontradas no testiculo isquemiado representam uma somatoria
dos efeitos da isquemia decorrente da diminuicdo do fluxo sangiiineo acrescida das
lesdes causadas pela reperfuséo do testiculo (AKGUR et al., 1993).

1.1. Histérico

Coube a Delasiauve em 1840, a primazia da descrigdo do infarto testicular
decorrente da isquemia induzida pela torcdo do corddo espermatico, em um
adolescente de 15 anos, com suspeita clinica de hérnia inguinal estrangulada
(SNYDER JR. et al., 1962). Durante a execucédo do ato cirurgico foi verificado que o
suprimento sangtineo do testiculo estava comprometido em decorréncia da torcdo
do cordéo espermatico.

Mais de 50 anos depois, em 1893, realizou-se, pela primeira vez, a reducao
manual de um testiculo torcido, como medida terapéutica para salvar o 06rgao
(SPARKS, 1971).

Taylor, citado por Das e Singer (1990), relatou o primeiro caso de torcdo
testicular intra-uterina e usou, pela primeira vez, em 1897, o termo torcéo testicular.
Quatro anos depois, em 1901, Scudder, citado por Wiliamson (1976) apresentou
uma revisao de 32 casos publicados até aquela época.

A torcdo do apéndice testicular (hidatide de Morgagni) foi citada por
Ombredanne em 1913 mas coube a Colt, em 1922, a primeira publicacdo sobre o
assunto (NOSKE et al., 1998).
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Abeshouse revisou a literatura e publicou, em 1936, uma extensa relacéo
(350 pacientes) de casos de tor¢cdo do corddo espermatico. (SNYDER JR. et al.,
(1962)

Até o inicio do ano de 1964 o numero de casos publicados aumentou para
500 (SPARKS, 1971). Seis anos depois, no inicio da década de 70, esse numero se
elevou para 718 casos, distribuidos em 102 publicacfes cientificas (SKOGLUND et
al., 1970b).

1.2. Incidéncia

A torcdo do corddo esperméatico ou torcao testicular afeta os individuos do
sexo masculino no periodo de gestacéo intra-uterina e ao longo de sua existéncia, e
se constitui a emergéncia geniturinaria mais comum na idade pediatrica (GAUSCHE,
1996).

A distribuicdo da idade de ocorréncia da afeccdo origina uma curva bifasica
com picos de incidéncia no periodo pré-natal e na adolescéncia, segundo a maioria
dos autores.

Estudo da incidéncia da tor¢do do corddo espermatico na Inglaterra ao longo
de 25 anos (1960 a 1984: 670 casos, idade média 16,7 anos) comparando o numero
de casos com a populacdo susceptivel, demonstrou uma incidéncia de 27:10.000
individuos do sexo masculino (ANDERSON e WILLIAMSON, 1988) .

No Chile (Santiago), Prieto et al., (1996) apresentaram um estudo de 147
pacientes com a sindrome escrotal aguda e verificaram a ocorréncia da torcdo do
corddo espermatico em 44 pacientes; a idade dos pacientes variou de 2 dias a 15
anos.

O estudo de uma série de 91 criancas operadas para correcdo de TCE em
um periodo de 10 anos (1986-1996) na Franca (Paris) demonstrou a existéncia de
dois picos de incidéncia da afecc¢do: no periodo neonatal e na adolescéncia (VAN
GLABEKE et al., 1998) .

No Brasil, o estudo da incidéncia da TCE em hospitais universitarios do Rio
Grande do Sul identificou 36 casos num periodo de 5 anos (1992-1997). A maioria
(53,85%) era constituida por adolescentes entre 0os 9 e 18 anos de idade (SOUTO et
al., 1999) .
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No Peru, Zeballos Evangelista et al., (1987) encontraram um Unico pico de
incidéncia da tor¢cdo do corddo espermatico entre 20 e 49 anos, num periodo de 4
anos (1982 — 1986).

Ha uma prevaléncia da torcdo do cordao espermético no lado esquerdo,
porque aqui o corddo € mais longo, o que aumenta a sua mobilidade e o torna mais
vulneravel segundo varios pesquisadores (SKOGLUND et al., 1970a; VIEIRA et al.,
1982; PAN, 1998). Entretanto, um trabalho recente encontrou resultados
diametralmente opostos, demonstrando uma maior incidéncia da tor¢do no lado
direito (WATKIN et al., 1996).

1.3. Tipos anatdmicos de torgéo testicular

Existem 4 tipos de torgéo testicular (SNYDER JR. et al., 1962; GABRIEL e
PAN, 1983):
A. Torcédo extravaginal ou supravaginal
B. Torgao intravaginal
C. Torcao testicular propriamente dita

D. Torcéo testicular intra-abdominal

'-Q~\\€spi nha
/ 4\ fliaca

orgao do testiculo
intra-abdominal

Figuras 1-2 — Tipos de torcao testicular (segundo Snyder Jr. et al., 1962)
Tipos A, B e C (Figura 1) - Tipo D (Figura 2)

O tipo A resulta da torcdo do corddo espermatico acima da tunica vaginal, com

maior incidéncia no periodo neonatal, devido a falta de fixacdo da tunica vaginal a
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parede do saco escrotal (a fixacdo se consolida apds o nascimento, num periodo de
30 dias).

O tipo B é o mais frequiente € normalmente bilateral, pode ser decorrente de um
defeito de inser¢cdo da tudnica vaginal, conferindo ao testiculo um aspecto
semelhante a um badalo de sino (bell clapper).

O tipo C é muito raro e as alteracdes isquémicas afetam apenas a gbnada; o
epididimo é preservado.

O tipo D ocorre quando o testiculo ocupa uma posi¢cao intra-abdominal; os
sintomas e sinais fogem do padrdo habitual, simulando um quadro clinico sugestivo
de apendicite aguda (Guice apud SNYDER JR et al., 1962).

1.4. Etiologia

A torcdo do cordao espermatico tem como causa basica, independente da
idade do paciente, a acdo do mduasculo cremastérico que, por sua posi¢ao
anatdbmica, determina uma movimentacdo espiral do testiculo com conseqlente
rotagcéo axial para fora (SPARKS, 1972).

O fendbmeno que propicia a rotacdo do corddo espermatico (torcdo) é a
contracdo segmentar do musculo cremaster. (TARTER et al., 1988),

Longo (1978) sugeriu que o0s niveis de testosterona aumentados e a
elevacao e rotacdo do testiculo durante o ciclo de resposta sexual noturna iniciam a
torcdo. Freqientemente o paciente acorda com a dor no testiculo.

O trauma pode também ser a causa da torcdo de um testiculo normal
(SKOGLUND et al., 1970b; WILLIAMSON, 1976).

A TT extravaginal afeta, normalmente, o recém-nascido, em virtude da
extrema mobilidade do testiculo e da inexisténcia de fixacdo a parede lateral da
bolsa escrotal. Assim, no recém-nascido, o testiculo pode ser removido da bolsa
escrotal sem dificuldade (SNYDER JR. et al., 1962).

O tipo intravaginal atinge, frequentemente, as criangcas maiores e o adulto
porque nesses individuos héa fixacdo do testiculo a base do saco escrotal através de
uma estrutura fibrosa denominada gubernaculo, dificultando assim a ocorréncia de
torcdo do corddo espermatico (SNYDER JR. et al., 1962).
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Embora o gubernaculo esteja presente na maioria dos recém-nascidos, 0 seu
longo comprimento, ao manter o testiculo fixo de um lado, contrabalancando-se as
estruturas espermaticas, permite, com maior facilidade, a sua rotacdo em torno do
eixo longitudinal, justificando a maior freqiéncia da tor¢do do corddo espermatico
nos individuos de tenra idade (SNYDER JR. et al., 1962).

Entretanto, a TT intravaginal ndo € apanagio dos adultos e adolescentes,
podendo ocorrer no recém-nascido (TUCCI JUNIOR e BEDUSCHI, 1996). O risco do
individuo sadio desenvolver um quadro agudo de tor¢do do corddo espermético é de
1:160 até os 15 anos de idade (WILLIAMSON, 1976).

1.5. Fisiopatogenia

A torcdo do testiculo determina, de inicio, uma oclusdo venosa,
permanecendo pérvio a trama vascular arterial; logo se estabelece o edema que
acentua o efeito estrangulador da torcdo. O aumento da pressao hidrostatica
decorrente da oclusdo venosa induz a ruptura vascular e a hemorragia intersticial
(BLANK et al., 1993), aumentando o efeito compressor sobre os vasos, levando a
isquemia generalizada e ao infarto testicular por obstrucdo do fluxo sangtineo
arterial (SKOGLUND et al., 1970b; COSENTINO et al., 1985).

Quando um tecido vivo € privado do seu suprimento de oxigénio, h4 uma
inibicdo do metabolismo oxidativo da glicose, produzindo uma reducdo da
concentracao tissular de ATP (trifosfato de adenosina) e de fosfato de creatina. Com
a diminuicdo da concentracdo celular de ATP, o mecanismo de glicélise anaerbbica
€ ativado, na tentativa de manutencdo da integridade das func¢bes celulares,
consumindo, rapidamente, as reservas de glicogénio celular e ensejando uma
elevacdo dos niveis de acido lactico com consequente reducdo do pH intracelular
(OLSON, 1997).

Alguns tecidos, entre os quais a medula renal e o testiculo, dependem da
glicOlise para a producdo de ATP visto que suas células tém um numero muito
reduzido de mitocondrias (HARRIS, 1997).

O retorno da oxigenacao (reperfusdo), na auséncia de lesbes celulares,
diretamente dependentes do tempo de isquemia, podera propiciar a normalizacao do

metabolismo oxidativo da glicose.
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A isquemia pode determinar graves alteracbes na funcdo reprodutora.
Pesquisadores demonstraram, em 1950, que as primeiras alteracdes
histopatoldgicas séo detectaveis ap6s 90 minutos de isquemia, afirmando que a
suscetibilidade celular a reducdo do fluxo sanguineo é variavel e depende do seu
grau de especializacéo e da sua atividade, com as células em repouso sendo menos
refratarias aos efeitos maléficos da isquemia (HARRISON e OETTLE apud
COSENTINO et al., 1986). As lesdes histologicas podem ocorrer mesmo quando a
isquemia testicular é de curta duracdo (RYAN et al.,1988).

As lesbes decorrentes da torcdo testicular unilateral ndo se limitam ao
testiculo torcido. Estudos atuais mostram que a diminui¢cdo da espermatogénese do
testiculo contralateral esta relacionada com a lesdo decorrente da oxigenagdo dos
tecidos depois de determinado periodo de isquemia, conhecida como lesdo por
reperfusdo (BLANK et al., 1993).

A hipoxia resultante da diminuicdo do fluxo sanguineo pela tor¢do do cordéo
espermatico produz niveis elevados de acido lactico, hipoxantina e peroxidases
lipidicas nos tecidos isquémicos, seguida da producdo de grande quantidade de
radicais livres de oxigénio, tal como ocorre em outros orgaos (KAGAN, 1988;
REILLY et al., 1992; MAXWELL e LIP, 1997). O mecanismo esta relacionado com o
restabelecimento da oferta de oxigénio que propicia uma conversao da hipoxantina,
produto da degradacdo do ATP em acido Urico na presenca da enzima xantina.
Durante essa conversao ha uma producdo excessiva de radicais livres de oxigénio
gue reagem como os lipidios das células e das mitocondrias, alterando a integridade
celular por modificagdo da permeabilidade das membranas. Essa cadeia de eventos
é conhecida como les&o por reperfusdo (FEHER et al., apud AKGUR et al., 1993;
REILLY et al., 1992; Kagan, apud AKGUR et al., 1993).

1.6. Diagnéstico
1.6.1. Quadro clinico
O quadro clinico classico da TCE é caracterizado pelo aparecimento subito de

dor escrotal, frequentemente acordando paciente no meio da noite; aumento de

volume e edema da bolsa escrotal também estdo presentes (MASTROTI, 1997).
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Vérias afec¢cdes exibem sintomas semelhantes, entre as quais se destacam a torcéo
do apéndice testicular, a hérnia inguinal encarcerada e a orquiepididimite. Sintomas
gerais, tais como nauseas, vomitos e dor abdominal bem como hiperemia local
podem estar presentes (GAUSCHE, 1996).

N&o é raro o paciente ser acordado no meio da noite exibindo intensa dor
abdominal (PAN, 1998).

A dor pode ser agravada pela elevacdo do testiculo; essa manobra,
conhecida como Sinal de Prehn, é utilizada na avaliacdo da dor escrotal aguda e
permite diferenciar clinicamente a TCE da epididimite aguda que exibe
sintomatologia semelhante, jA& que nessa Ultima a sintomatologia dolorosa é
parcialmente aliviada pela elevacéo do testiculo (MASTROTI, 1997).

A palpacéo de um nédulo doloroso, localizado no pdlo superior do testiculo é
altamente sugestiva de tor¢cao do apéndice testicular (HASTIE e CHARLTON, 1990).
A auséncia do reflexo cremastérico, observada na tor¢céo testicular, € um achado
importante no diagndstico diferencial (RABINOWITZ, 1984; PAN, 1998).

Rabinowitz (1984) estudou 245 criangas com dor escrotal aguda e concluiu
que a auséncia do reflexo cremastérico é altamente sugestiva de torcdo testicular.
Pan (1998),no seu trabalho sobre torcdo testicular, demonstrou a auséncia do
reflexo cremastérico em 100% dos casos estudados.

Tucci Junior et al., (1996) consideram o diagndstico diferencial entre tor¢do do
corddo espermatico e as demais afeccdes capazes de produzir sinais e sintomas
semelhantes, um desafio clinico, principalmente em criancas e adolescentes.

Beasley (1999) chama a atencéo para o diagndstico precoce da dor escrotal
aguda, na crian¢a, argumentando que como nem sempre € possivel distinguir entre
torcdo do apéndice testicular e tor¢cdo do corddo espermatico, a exploracao cirurgica
deve ser compulséria quando a diferenciacdo ndo puder ser estabelecida com

seguranga.

1.6.2. Exames complementares

A ecografia simples ou associada ao Doppler colorido, a tomografia

computadorizada e os exames radiolégicos com contraste (radiois6topos) podem ser
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utilizados na avaliacdo diagndstica, mas sao recursos diagnosticos complementares,
nem sempre facilmente disponiveis, aos dados obtidos na historia clinica, exame
fisico e 0 exame sumario de urina, que constituem a pedra angular para o
diagndstico da tor¢éo do corddo espermatico (STOLLER et al., 1985).

Nas criangcas muito jovens, o diminuto tamanho dos testiculos € um fator
limitador da precisdo diagnostica do ultra-som, podendo produzir resultados
insatisfatorios (STOLLER et al., 1985).

A cintilografia escrotal com o tecnécio 99 ndo é recomendada para a
avaliacdo de distarbios testiculares em recém-nascidos e criancas mas €, sem
davida, um exame complementar confiavel em individuos pds-pubescentes
(FISCHMAN et al., 1990).

Costabile et al., (1993) realizaram estudos da perfusédo testicular apés torcédo
experimental no rato, utilizando equipamentos de ressonancia magnética e
concluiram que o método € confiavel no diagndstico diferencial da torcao testicular.
O alto custo e a frequente indisponibilidade do exame impedem seu uso rotineiro na
avaliacdo da tor¢ao do cordado espermatico humano.

A avaliacdo do fluxo sanguineo arterial do corddo espermatico e testiculos
pela ultra-sonografia associada ao Doppler colorido € um método eficaz na
diferenciac@o entre processo inflamatorio e tor¢édo testicular, uma vez que somente
h& diminuicdo do suprimento arterial nessa ultima condi¢cdo (SAITO et al., 1996;
BAKER et al., 2000). Baud et al., (1998) demonstraram ser possivel detectar a
rotacdo espiral do corddo espermatico nos casos dubios de torcdo do cordao
espermatico em adolescentes ou adultos usando a ultra-sonografia associada ao
Doppler colorido, mas n&o obtiveram éxito em criangas muito jovens, onde as

imagens nao eram conclusivas.

1.7. Conduta terapéutica

No passado, os resultados do tratamento cirdrgico da TT aguda eram
desanimadores. Na tentativa de evitar-se a orquiectomia, recomendava-se que a
preservacdo do testiculo no recém-nascido deveria ser a regra, exceto quando
houvesse gangrena oObvia (Longino e Martin apud SNYDER JR. et al, 1962,

WAGGETT, 1977), para assegurar-se, pelo menos, a funcdo endocrina do testiculo,
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vez que as ceélulas intersticiais de Leydig eram mais resistentes aos efeitos da
isquemia que as células da linhagem espermatogénica (células de Sertoli)
produtoras de espermatozoides, conforme demonstrado em estudos experimentais
em cées (SMITH, 1955).

O consenso, diante desses resultados, era que mesmo havendo duvidas
quanto a viabilidade do testiculo torcido, a preservacdo do 6rgdo estava indicada,
exceto quando este era francamente necrotico, procedendo-se, concomitantemente,
a fixacdo de ambos os testiculos para prevenir a recorréncia de torcdo (KRARUP,
1978; GESINO, 1995; NESA et al., 1998). Ha no entanto, uma corrente contraria a
fixacdo profilatica do testiculo contralateral afirmando tratar-se de um procedimento
desnecessario (MIZRAHI e SHTAMLER, 1992).

Nos ultimos 22 anos muitos pesquisadores tém contestado essa conduta
conservadora (BARTSCH, 1980; BARADA, 1989). Sabe-se que a maioria dos
testiculos distorcidos e fixados apds 24 horas de isquemia evoluem para a atrofia
(BURTON, 1972; KRARUP, 1978).

Krarup (1978) relatou 2 casos tardios de torcdo do corddo espermético em
pacientes que nao foram submetidos a fixacao do testiculo contralateral por ocasiao
da primeira cirurgia.

Gesino (1995) analisou 41 casos de TT poés-fixagdo do testiculo publicados
entre 1970 e 1993, e sugeriu que a fixagdo deve ser muito meticulosa para prevenir
a ocorréncia da torcao.

Nesa et al., (1998) relataram um caso de tor¢do do corddo espermatico pos-
fixacdo para criptorquidia e recomendam a eversao da tunica vaginal para prevenir a
ocorréncia da torgao.

Mizrahi e Shtamler (1992) sdo contrarios a orquidopexia contralateral na
torcdo aguda do corddo espermatico. Apds estudarem 31 pacientes previamente
submetidos a destorcdo e fixagdo do testiculo ipsilateral sem que o testiculo
contralateral fosse ancorado em nenhum caso, sem ocorréncia de recidivas ou
torcao contralateral durante 15 anos, periodo objeto do estudo.

A idade do paciente vitima da TT parece ter influéncia no resultado do
tratamento. No homem, a primeira evidéncia histolégica de puberdade é a
proliferacéo de espermatog6nias, seguida de alteracdes da voz e crescimento rapido
(MASTROTI, 1998).
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Araudjo (1998) demonstrou a auséncia de luz nos tubulos seminiferos dos
testiculos de criancas até 6 anos de idade, o que justificaria a preservacdo do
testiculo viavel nas criangcas pré-pubescentes, sem risco para a futura
espermatogénese.

Muitos testiculos semi-necroticos foram preservados porque se desconheciam
os efeitos danosos de sua persisténcia. Sabe-se hoje que as alteracdes da
espermatogénese, frequientemente encontradas apés a tor¢do unilateral do cordao
espermatico, ndo se limitam ao testiculo diretamente afetado. (BARTSCH et al.,
1980; PASSIA et al., 1980; COSENTINO et al., 1984; HADZISELIMOVIC et al.,
1986; JHUNJHUNWALA et al., 1986; MAZURKIEWICZ, 1986; JANETSCHEK et al.,
1988; ORTIZ E ARAUJO, 1998). Essa assertiva ndo tem apoio unanime.

Resultados opostos, mostrando auséncia de alteragBes histologicas no
testiculo contralateral também tém sido publicados nos ultimos 20 anos (LUDWIG et
al., 1980; TURNER, 1985; PURI et al., 1985; ORTOLANO E NASRALLAH, 1986;
TURNER, 1987; TARHAN et al., 1996).

Anderson et al, (1992) examinaram o sémen de 16 pacientes poés-
pubescentes submetidos a destorcao testicular e orquidopexia bilateral (9 casos) ou
orquiectomia ipsilateral e orquidopexia contralateral (7 casos) e concluiram que as
alteracdes do sémen séo bilaterais, independente do tipo prévio de tratamento da
torgéo testicular aguda.

Como nem sempre € possivel estabelecer-se um diagnostico precoce da dor
escrotal aguda, na crianca, mesmo com a utilizacdo dos modernos e sofisticados
métodos de investigacdo diagnostica, a exploragdo cirurgica deve ser compulsoria,
quando esse diagndstico ndo puder ser estabelecido com seguranca, dentro de 2 a
6 horas (PETRACK e HAFEEZ, 1992; BEASLEY, 1999).

Martinez Sanz et al.,, (1989) analisaram 56 casos de torcdo do cordao
espermatico em pacientes maiores de 14 anos. Os pacientes atendidos apés 12
horas do inicio da tor¢cao foram submetidos a orquiectomia vez que seus testiculos
nao puderam ser preservados, reforcando a necessidade do diagndstico precoce.

Quando a isquemia é de curta duracdo (tratamento precoce), as alteracées
sdo minimas; entretanto, nas intervencgdes tardias, mesmo a remogéo do testiculo

nao impede a deterioracéo da qualidade do sémen (ANDERSON et al., 1992).
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1.8. Modelos experimentais de torgéo testicular

Diversos modelos experimentais da torcdo do corddo espermatico foram
estudados nos ultimos 50 anos, na tentativa de reproduzir os disturbios circulatorios
encontrados na torcdo do corddo espermatico humano. A isquemia testicular
experimental pode ser obtida por oclusdo da artéria espermatica por ligadura,
pincamento ou tor¢do do corddo espermatico. Os primeiros modelos utilizaram a
ligadura vascular para produzir a isquemia (MERIMSKY et al., 1982; ORTOLANO e
NASRALLAH, 1986).

Palmer et al., (1997) estudaram diferentes modelos de isquemia testicular
experimental em ratos Sprague-Dawley e concluiram, baseados em medi¢cbes
realizadas com o fluxdmetro Doppler de raios laser, que o pingamento do cordao
espermatico produz, no rato, uma isquemia mais importante que aquela obtida com
a torcao testicular de 720°.

Outros modelos foram estudados, variando da ligadura parcial do cordao
espermético a torcdo testicular com rotacdo crescente de 90° a 1.440°, em
diferentes animais: MERIMSKY et al., 1982 (rato Charles River); CERASARO et al.,
1984 (coelho); JHUNJHUNWALA et al., 1986 (cobaia Hartley); OZGUR et al., 1990
(cdo); MARKLEY et al., 1994 (carneiro); LIEVANO et al., 1999 (leitdo).

1.9. Isquemia testicular experimental em animais

A espermatogénese, no rato, se inicia 4-6 dias ap0s o nascimento e a fase
pré-puberal, correspondente a adolescéncia humana, se inicia na 52 semana e se
completa na 72 semana de vida do animal (CONSENTINO et al., 1985; Clermont e
Perey, apud ARAUJO, 1998).

Ha uma pletora de trabalhos descrevendo a existéncia ou auséncia de
alteracbes histoldgicas contralaterais secundarias a tor¢éo testicular unilateral, em
diversos animais. York e Drago (1985) estudaram os efeitos da isquemia testicular
em ratos Noble adultos e encontraram alteracdes significativas no testiculo

contralateral, quando a tor¢do durava mais de 3 horas.
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Ortolano e Nasrallah (1986) estudaram os efeitos da ligadura da artéria
espermatica em ratos Sprague-Dawley adultos e pré-puberes e encontraram
alteracdes da espermatogénese no testiculo isquémico. No testiculo contralateral foi
observado apenas discreto comprometimento daquela fungéo.

Ralichkova et al., (1990) comprovaram a presenca de lesbes graves e
irreversiveis comprometendo o testiculo contralateral do rato Wistar adulto, apos 4
horas de torgéo testicular.

Sanjuan Rodriguez et al., (1989) estudaram as alteragbes da
espermatogénese pos-torcao testicular em modelos experimentais e encontraram
alteracfes significativas (diminuicdo do niumero , menor sobrevivéncia e tendéncia a
aglutinacdo dos espermatozoides) no esperma oriundo do testiculo contralateral,
observando no entanto que essas alteracbes eram mais pronunciadas nos animais
adultos.

Cerasaro et al., (1984) estudaram a histologia do testiculo contralateral de
coelhos submetidos a TT de 36-72 horas de duracdo ou a ligadura dos vasos
espermaticos; ndo sendo encontradas lesdes histoldgicas contralaterais nos animais
submetidos a ligadura dos vasos.

Madgar et al., (1987) submeteram ratos Charles River adultos a isquemia
testicular utilizando diferentes métodos: torcdo e ligadura dos vasos testiculares,
seguida de orquiectomia ou remocao da ligadura ap6s 24 e 48 horas. Apés 10
semanas o0s testiculos foram estudados, ndo sendo encontradas alteracoes
histoldgicas no testiculo contralateral.

Tarhan et al, (1996) estudaram os efeitos da TT em coelhos adultos, com
periodos de isquemia variando de 1 e 8 horas, concluindo que embora ocorressem
alteracbes no testiculo isquémico, 0 mesmo nao ocorria no testiculo contralateral,
contrariando os achados de Cerasaro et al., (1984).

A maioria dos autores utilizou animais adultos nos experimentos e a
existéncia de lesdes contralaterais foi amplamente confirmada (MERIMSKY et al.,
1984; SAN JUAN RODRIGUEZ at al., 1984; KOGAN et al., 1986; AKGUR et al,
1993; AKGUR et al, 1994, KARAGUZEL et al.,, 1995, KOLETTIS et al., 1996;
SALMAN et al., 1997; SARICA et al., 1997; ANDIRAN et al., 1999; KOSAR, 1999). A
leséo contralateral, em ratos pré-puberes, foi objeto de estudo em grande nimero de

publicacbes, sendo demonstrada por varios pesquisadores (HARRISON et al., 1981,
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CERASARO et al., 1984; COSENTINO et al., 1985; BLANK et al, 1993; PAREDES
ESTEBAN et al., 1999) e contestada, por outros (ORTOLANO e NASRALLAH, 1986;
HEINDEL et al., 1990). Nagler et al., (1984) ndo encontraram alteracées no testiculo
contralateral do rato pré-pubere apds destor¢cdo, nas isquemias de curta duracao.
Entretanto, as lesGes estavam presentes em 60 a 80% dos animais, apoés 8 horas
de isquemia.

A inexisténcia de publicacdo sobre as alteragbes do metabolismo oxidativo da
glicose, no testiculo, induzidas por isquemia decorrente de torcdo testicular

unilateral, serviu de estimulo para a realizacéo deste trabalho.



15

2. OBJETIVO

Investigar, em ratos Wistar pré-pubescentes, os efeitos da isquemia induzida por
torcdo unilateral do corddo espermatico na glicemia e na concentracdo tecidual de

glicose e ATP, in vivo.
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3. METODO

A pesquisa experimental foi realizada de acordo com as Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (CONSEJO DE
ORGANIZACIONES INTERNACIONALES DE CIENCIAS MEDICAS, 1990) e de
acordo com a Lei Federal n.° 6.638 (Estabelece normas para a pratica didatico-

cientifica da vivissec¢éo de animais), de 08 de maio de 1979.

3.1. A amostra

Foram utilizados, para a realizacdo do presente estudo, 60 ratos machos,
brancos, pré-puberes, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia), saudaveis e bem nutridos, com idades variando entre 40 e 42 dias
(média: 40,05 dias). O peso dos animais variou de 97 a 170g (média: 129,509).

Todos os animais submetidos ao estudo eram provenientes do Biotério de
Pequenos Animais da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de tampa
com grade metalica de aco inoxidavel, forradas com maravalhas, alojados em
dependéncia com ventilagdo e iluminacdo controladas e alimentados com racao
balanceada tipo purina e agua ad libitum, permitindo-se a aclimatacdo por periodo
de 19-21 dias, até que atingissem a idade definida (40-42 dias) para a realizacdo do
experimento.

A higienizacdo das gaiolas e o exame dos animais foram realizados
diariamente pelo técnico responsavel e pelo pesquisador, respectivamente.

Os procedimentos cirdargicos foram realizados em ambiente refrigerado, no
Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Universidade
Federal do Ceara.

A fixacdo do testiculo torcido foi realizada por técnica atraumética (FIGURA
3), evitando-se a sutura transparenquimal (RYAN et al., 1988).
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FIGURA 3. Torcdo testicular experimental: modelo atrauméatico. A borda
inferior ou margem livre do mesoérquio é a estrutura entre os pontos A e B da
ilustracdo. A fixacdo do testiculo apds a torcdo experimental € obtida pela

aproximacao dos pontos A e B. (modificado de Ryan et al., 1988).

Os 60 ratos foram distribuidos aleatoriamente, em 2 grupos: Grupo 1
(Operacdo Simulada) e Grupo 2 (Isquemia / Destor¢cdo). Cada grupo recebeu 30
animais, subdivididos em 5 subgrupos, com 6 ratos, cada.

Os ratos do Grupo 1 foram submetidos a anestesia geral inalatéria, com éter
dietilico, antissepsia da pele, abertura da bolsa escrotal, exteriorizacdo do testiculo
direito, torcdo de 720° no sentido anti-horario, destorcao imediata, reposicdo do
testiculo na bolsa escrotal e sutura da pele. Decorrida uma hora, os animais foram
novamente anestesiados; os pontos de sutura da pele removidos e a bolsa escrotal
reaberta, seguindo-se a exteriorizacdo e reposicdo do testiculo na bolsa, sutura da
pele, suspensdo da anestesia e retorno do animal a gaiola, sendo permitida a
ingestdo de agua ad libitum., com excecéo dos animais do subgrupo 0 h que foram
submetidos a orquiectomia e coleta de sangue arterial. Ap6s um periodo variavel de
reperfusédo (30 minutos, 1, 6 e 24 horas), 0s animais remanescentes (subgrupos 0,5
h, 1 h, 6 h e 24 h, respectivamente) foram novamente anestesiados e 0s testiculos
removidos, iniciando o procedimento pelo lado direito, seguindo-se a coleta de
sangue arterial, por puncéo da aorta abdominal, apés prévia laparotomia.

Os ratos do Grupo 2 foram submetidos a anestesia geral inalatoria, com éter
dietilico, antissepsia da pele, abertura da bolsa escrotal, exteriorizacao do testiculo
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direito, torcdo de 720° no sentido anti-horario, fixacdo por técnica atraumatica,
reposicao do testiculo na bolsa escrotal e sutura da pele. Decorrida uma hora, nova
anestesia, remoc¢édo dos pontos de sutura da pele, reabertura da bolsa escrotal,
exposicdo, exteriorizacdo, destorcdo e reposicdo do testiculo na bolsa, sutura da
pele, suspensdo da anestesia e retorno do animal a gaiola, sendo permitida a
ingestdo de agua ad libitum. Nesta ocasido, os ratos do subgrupo 0 h foram
submetidos a orquiectomia bilateral e coleta de sangue arterial. Ap6s um periodo
variavel de reperfuséo (30 minutos, 1, 6 e 24 horas), os animais remanescentes do
Grupo 2 (subgrupos 0,5 h, 1 h, 6 h e 24 h, respectivamente) foram novamente
anestesiados e seus testiculos removidos, iniciando o procedimento pelo lado direito,
seguindo-se a coleta de sangue arterial, por puncéo da aorta abdominal, apds prévia
laparotomia. Todos os animais foram sacrificados individualmente, apés a remoc¢éao
dos testiculos e coleta de amostra do sangue arterial, em campanula contendo
chumacos de algoddo embebidos em éter dietilico, em alta concentracdo, até a

parada completa dos sinais vitais.

3.2. O estudo

3.2.1. Pré-operatorio

Os ratos foram deixados em jejum por 12 horas, sendo fornecida agua potavel
ad libitum. No intervalo entre as etapas do estudo a alimentacdo sélida dos animais
permaneceu suspensa sendo, no entanto, permitida a ingestdo de agua potavel ad

libitum.

3.2.2. Anestesia

Foi aplicada individualmente a anestesia inalatéria, alojando-se o animal em
campanula de acrilico contendo em seu interior uma camada de algoddo umedecido
em éter dietilico. Sob anestesia, o animal era retirado da campanula e imobilizado

sobre uma prancha de madeira revestida por uma lamina de plastico fendlico, com
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extensdo das quatro patas e em decubito dorsal. A anestesia foi mantida com

mascara de éter etilico e ar ambiente, em respiragdo espontanea.

3.2.3. Técnica operatéria

A sistematizacdo da técnica operatéria, apos pesagem prévia de cada
animal, obedeceu as seguintes etapas:

a- apos inducdo da anestesia, o animal foi colocado em decubito dorsal, com as
patas dianteiras e traseiras fixadas a prancha por ligas elasticas;

b- depilacéo da bolsa escrotal por tricotomia e tragdo manual dos pélos;

c- anti-sepsia da bolsa escrotal e regido inguinal com lodopovidona (Povidine®);

d- exploragdo testicular por acesso direto através de uma incisdo obliqua do
saco escrotal direito, liberagdo do dartos do tecido escrotal adjacente,
abertura do muasculo e exposicao do testiculo e epididimo;

e- Exteriorizacdo do testiculo (Figura 4);

FIGURA 4: Estruturas espermaticas do Rato Wistar.
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isquemia do testiculo direito por torcdo de 720° graus no sentido anti-horéario
(duas voltas completas) do corddo espermatico, em torno do seu eixo
transverso (Figura 5);

torcao seguida por destorcao, sem fixacao, do testiculo direito nos animais do
Grupo 1; fixacdo do testiculo, apds torcdo (Grupo 2), para evitar-se a
destorcdo esponténea, segundo a técnica preconizada por Ryan et al.,
(1988).

FIGURA 5: Testiculo direito torcido.

fechamento do saco escrotal em um sO plano com suturas continuas,
utilizando fio de seda 4-0;

interrupcdo da anestesia, liberacdo do animal e retorno a gaiola.

Ap6s 1 hora, foi realizado novo procedimento para exteriorizar o testiculo ou
destorcé-lo (FIGURA 6), obedecendo-se as mesmas rotinas descritas acima
(alineas a,c,e), remoc¢éo das suturas do saco escrotal, liberacdo do testiculo
por remocdo da sutura de fixacdo quando presente, destorcdo ou apenas
exteriorizacdo (Grupo 1) e reposicdo da gbnada na cavidade escrotal,

seguindo-se a sutura da bolsa escrotal (alinea h). Nos animais do subgrupo
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0 h procedeu-se a remocado dos testiculos e coleta de amostra de sangue

arterial.

FIGURA 6: Testiculo apds a destorcao

FIGURA 7: Testiculo direito 30 minutos apés a
destorcao
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nos periodos pré-estabelecidos para cada subgrupo (30 minutos,1 hora, 6 horas e
24 horas), sob anestesia com éter etilico, procedeu-se a exérese dos testiculos,
iniciando-se pela remocéao do testiculo direito (FIGURA 7). Seguiu-se a laparotomia
mediana com exteriorizagdo das algas intestinais, exposi¢cdo do peritbnio posterior,
identificacdo da artéria aorta abdominal e puncdo para a colheita de amostra de
sangue arterial ao nivel da bifurcacdo das artérias iliacas. Subsequentemente, os
animais foram sacrificados individualmente, em campéanula contendo chumacos de
algodao embebidos em éter etilico, em alta concentracdo, até a parada completa

dos sinais vitais.

3.2.4. Preparacao dos espécimes (sangue e tecido testicular)

Imediatamente apds a ablacdo cirargica, os testiculos foram prensados e
mergulhados em nitrogénio liquido a cerca de 190 graus centigrados negativos, e
posteriormente, transformados em pg, individualmente, em recipiente de porcelana,
mantendo-se o tecido congelado durante o procedimento, pelo uso de nitrogénio
liquido (WILLIAMSON et al., 1967).

O sangue arterial heparinizado (1 ml) foi obtido por puncédo da aorta
abdominal. Tanto os testiculos como o sangue arterial congelados foram reduzidos a
po e colocados em tubos de ensaio diferentes contendo acido perclorico a 10% (5,0
ml) Assim, as proteinas foram rapidamente inativadas e puderam ser removidas por
centrifugacdo (2000 rotagcdes por minuto, durante 10 minutos). O precipitado
resultante foi desprezado e o sobrenadante (extrato acido) foi colocado em tubos de
ensaio de vidro de 10 ml, previamente pesados. Os tubos foram novamente
pesados, obtendo-se desta forma o volume &cido. A adicdo de um indicador
universal de pH juntamente com uma solucdo de Hidréxido de Potassio 20% permitiu
ajustar-se o PH entre 7 e 8.

Para a obtencdo do extrato neutro, os tubos foram novamente pesados e
centrifugados (2000 rotacBes por minuto, durante 10 minutos); o sobrenadante

(extrato neutro) foi usado para a andlise espectofotométrica dos metabdlitos.
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Para preservagdo, as amostras foram armazenadas congeladas a 20 graus
centigrados negativos.

3.2.5. Determinacao dos metabdlitos

No presente estudo, métodos enzimaticos foram utilizados para a
determinacdo dos metabdlitos nos testiculos (Trifosfato de adenosina e D-glicose) e

no sangue (D-glicose).

3.2.5.1 Determinacdo do Trifosfato de adenosina (ATP) e da D-glicose-6-

fosfato no sangue e nos testiculos

As concentracdes de Trifosfato de adenosina (ATP) e de D-glicose-6-fosfato
(G6P) no sangue e no tecido (testiculo) foram determinadas utilizando-se uma
combinacdo dos métodos descritos por Lamprecht & Traushould (1963) e Hohorst
(apud VASCONCELOS, 1987), usando a mesma cubeta. A Hexoquinase catalisa a
fosforilacdo da glicose com o ATP, na presenca do Mg++, produzindo a glicose-6-
fosfato. A glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) catalisa a oxidacdo da glicose-6-
fosfato com o NADP. Cada mol de ATP forma 1 mol de NADPH.

Sequéncia da reacao:

hexoquinase

GLICOSE + ATP

v

GLICOSE-6-FOSFATO (G-6-P) +ATP

G-6-P-DH

v

G-6-P + NADP+ 6-FOSFOGLUCONATO-LACTONA + NADPH + H+

Na presenca de concentracdes equivalentes de glicose e Mg++ o ATP é convertido
quantitativamente pela hexoquinase em ADP. O equilibrio da reacéo tende para a
direita, 0 que garante o término completo de ambas as reacdes, pois a glicose-6-

fosfatase formada na primeira reacéo é rapidamente consumida na reagcao seguinte.

Solucdo tampao para 0 ensaio:
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10 ml Tris 0,1M pH 7.4
1 mg/ml NADP

2 ml MgCl; 0,1M
0,5ml Glicose 0,1M

A solucdo foi renovada para cada ensaio. O volume total em cada cubeta foi de 2,0
ml, consistindo de 0,5 ml de extrato acido (HCIO,4) da amostra ( testiculo), 0,5 ml de
agua destilada e 1,0 ml de solugdo tampédo. A cubeta controle continha 1,0 ml de
agua destilada e 1,0 ml da solucdo tampdao. Todas as cubetas foram lidas a 340 nm
antes e 5-10 minutos apos a adicdo de 0,005 ml de glicose-6-fosfato-desidrogenase;
posteriormente foram adicionados 0,005 ml de Hexoquinase e efetuadas novas
leituras, passados 10 e 15 minutos.

3.2.5.2. Determinacao da D-Glicose

A determinacdo das concentracfes de glicose no sangue e no testiculo foi

processada de acordo com o método descrito por Slein (1963).

Sequéncia da reagéo:

a) Reacao auxiliar:

Glicose + ATP ™M™ Glicose-6-fosfatase (G-6-P) + ADP

b) Reacdo indicadora:

G-6-P + NADP+ Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6P-DH) + Mg++ 6-Fosfog|uconat0 +

NADHP + H"

Com o pH 7,5, o equilibrio para a reacéo indicadora tende para a direita, o
que garante o término completo de ambas as reacdes, pois a glicose-6-fosfatase

formada na primeira reacdo € rapidamente consumida na reagéo seguinte. Embora a
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hexoquinase catalise a fosforilacdo de varios outros monossacarideos, a
especificidade do ensaio provem da glicose-6-fosfato desidrogenase (G¢PD), que

reage exclusivamente com a glicose-6-fosfato.

Solucado tampdo para 0 ensaio:

20 ml de solugéo tampéao Tris 0,1 M pH 8,0
0,2 ml de Cloreto de magnésio 0,1 M

0,2 mlde ATP 0,01 M

0,2 ml de NAD 1%

0,13 ml de GgPD (1 mg/ml)

A solucéo foi renovada para cada ensaio. O volume total de cada cubeta foi de 2 ml,
consistindo de 0,2 ml da amostra neutralizada, 0,8 ml de 4gua destilada e 1 ml da
solucéo tampéo. Todas as cubetas foram lidas a 340 nm antes e 10 e 15 minutos

apos adicéo de 0,01 ml de Hexoquinase.

3.2.5.3. Calculos dos metabdlitos no sangue e no testiculo

As concentracfes dos metabdlitos foram determinadas no testiculo (ATP e
glicose) e no sangue (glicose). Todos os céalculos efetuados tomaram como base as
alteracdes de densidade Optica, medida a 340 nm nas amostras das cubetas, apds a
adicdo da enzima; as mudancas inespecificas verificadas nas cubetas de controle

foram subtraidas dos resultados.

Em resumo:

Diferenca de densidade optica (DDO) = (Alteracao da absorbancia da amostra

na cubeta) — (Alteracdo na absorbancia na cubeta controle).

Como o coeficiente molar de extingdo de NADH é 6,22 cm?/umol, a

quantidade de substrato na cubeta € igual a (DDO/6,22) x volume total na cubeta.
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Este resultado € entdo multiplicado por um fator de diluicdo para cada amostra,
resultando na concentracdo do substrato.

Os célculos foram realizados utilizando-se as seguintes formulas:

No sanqgue:
R1= Peso do sangue + peso do &cido (HCIO,)
Peso do sangue
Peso (volume) do extrato neutro
R2 = Peso (volume) do extrato acido
Volume total na cubeta
R3 =

Volume do extrato neutro na cubeta

Diferenca de densidade optica (DDO)
6,22

R4

(Peso do sangue + HCIO4/peso do sangue) x (peso extrato neutro/peso extrato

acido) x (volume total na cubeta/volume extrato neutro na cubeta ) x (DDO/6,22)
= wmol do metabdlito/ml de sangue.

No testiculo:
R1= Peso do testiculo + peso do &cido (HCIO,)
Peso do testiculo
R2 =
Peso (volume) do extrato neutro
Peso (volume) do extrato acido
R3=

Volume total na cubeta
Volume do extrato neutro na cubeta
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Diferenca de densidade 6ptica (DDO)
6,22

R4

(Peso do testiculo + HCIO4/peso do testiculo) x (peso extrato neutro/peso
extrato acido) x (volume total na cubeta/volume extrato neutro na cubeta) x

(DDO/6,22) = umol do metabdlito/g de tecido testicular fresco.

3.3. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média (EPM)
acompanhados pelo numero de observacdes (n). Foram utilizados para analise dos
resultados, métodos ndo-paramétricos, tendo em vista a natureza das distribuices
das variaveis analisadas e a variabilidade dos dados.

Foram aplicados os seguintes testes, utilizando-se o programa de analise

estatistica GraphPad Prism® versao 3.00 para Windows:

a) teste de MANN-WHITNEY para duas amostras independentes, para
comparacdo dos grupos experimento (Isquemia / Reperfusédo) e
controle (Operacdo Simulada). Cada um dos periodos de tempo
estudados no grupo Isquemia/Reperfusao foi comparado ao respectivo

periodo do grupo controle (Operacdo Simulada).

b) teste de WILCOXON (Wilcoxon Signed Rank Sum) para a comparacao
dos valores das variaveis (concentracbes de glicose e ATP) nos
testiculos direito (isquémico - ipsilateral) e esquerdo (controle -

contralateral) do mesmo animal.

c) teste de KRUSKAL-WALLIS (Teste de Comparacbes Mdltiplas de
DUNN), para a comparagcdo das concentracdes de ATP e glicose,
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durante os diferentes tempos de reperfusdo com o valor obtido ao
término da isquemia ou da operacdo simulada em cada um dos

testiculos.

A significancia estatistica foi fixada em 0,05% (p<0,05), assinalando-se com o

asterisco (*) os valores significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Concentracdo de glicose nos testiculos e no sangue

No presente estudo, a torcdo testicular de 720°, mantida por uma hora,
motivou uma queda significante da concentracdo de glicose (0,211+ 0,09 umol/g
versus 2,257 +0,13 umol/g — p<0,05) no tempo 0 h (imediatamente apds 60 minutos
de isquemia). Nao houve diferengas estatisticas significantes nos demais tempos
estudados (0,5 h; 1 h; 6 h; 24 h). (TABELA 1, FIGURA 8).

A concentracdo da glicose aumentou de modo significante (p < 0,05) nos
testiculos direitos, durante a reperfusdo, nos animais do Grupo 2 (Isquemia) nos
tempos 1 h (p < 0,05) e 24 h (p < 0,05) quando comparada a concentracao aferida
no tempo 0 h. (TABELA 1, FIGURA 8).

Houve queda significante da concentracdo de glicose durante a reperfuséo,
no testiculo direito dos animais submetidos a operacéo simulada, nos tempos 0,5 h
(p <0,05) e 6 h (p < 0,05) quando comparada a concentracao de glicose no testiculo
direito no tempo O h. (TABELA 1, FIGURA 8).

TABELA 1: Concentracao de glicose (umol/g de tecido fresco) no testiculo direito

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24
Grupo 1 2,257 0,759 t 1,810 0,897 t 1,872
+ + + + +
0,13 0,16 0,18 0,05 0,49
Grupo 2 0,211* 0,606 1,097 0,828 1,175 %
+ + + + +
0,09 0,19 0,25 0,15 0,19
Grupo 1 — Operacéo Simulada Grupo 2 — Isquemia

Resultados expressos como Média + EPM (n = 6, cada subgrupo).

*p < 0,05 comparado ao tempo 0 (Grupo 2 versus Grupo 1) - Teste de Mann-Whitney
t p < 0,05 comparado ao tempo 0 (Grupo 1) Teste de Dunn.

T p < 0,05 comparado ao tempo 0 (Grupo 2) Teste de Dunn.
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pmol/g tec.fresco
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Oh 0,5h 1h 6h 24h

Tempo de reperfuséo (h)

O Operacdo simulada @ Isquemia

* p < 0,05 comparado ao tempo 0 - Grupo 2 versus Grupo 1 - Teste de Mann-Whitney
t p < 0,05 comparado ao tempo O (Grupo 1) - Teste de Dunn.
t p < 0,05 comparado ao tempo 0 (Grupo 2) - Teste de Dunn.

FIGURA 8 - Concentracédo de glicose no testiculo direito

Comparando-se as concentracdes de glicose nos testiculos do mesmo animal do
Grupo 2 (Isquemia), observou-se uma queda significante da concentragao de glicose
no testiculo direito (p < 0,05) no tempo 0 h quando comparada a concentracdo de
glicose no testiculo esquerdo no mesmo intervalo (tempo 0 h). Nao houve diferencas
significantes nos demais tempos estudados (0,5 h; 1 h; 6 h; 24 h). (TABELA 2,
FIGURA 9).
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TABELA 2: Concentragéo de glicose (umol/g de tecido fresco) nos
testiculos direito e esquerdo (Grupo 2 — Isquemia)

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24

Testiculo E 0,906 0,582 0,808 1,006 1,539
s + s s +

0,11 0,16 0,10 0,17 0,26

TesticuloD 0211 * 0,606 1,097 0,828 1,175
+ + + + +

0.09 0,19 0,25 0,15 0,19

Resultados expressos como Média + EPM (n = 6, cada subgrupo).
*p < 0,05 - comparado ao testiculo esquerdo - tempo 0 (Teste de Wilcoxon)

pmol/g tecido fresco
[

Oh 055h 1h 6h 24h

Tempo de reperfuséo (h)
O Testiculo Esquerdo M Testiculo Direito

* p < 0,05 comparado ao testiculo esquerdo —tempo 0 (Teste de Wilcoxon)
FIGURA 9 - Concentracdo de glicose no testiculo

(Grupo 2 — Isquemia)

Houve aumento significante (p < 0,05) nas concentracdes de glicose no
testiculo direito dos ratos do Grupo 1 (Operacao Simulada) quando comparadas as
concentracdes de glicose no testiculo esquerdo nos tempos 0 h e 24 h (TABELA 3,
FIGURA 10).



32

TABELA 3: Concentracgao de glicose (umol/g tecido fresco) nos testiculos
direito e esquerdo (Grupo 1 — Operacao Simulada)

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24
Testiculo E 0,832 0,617 1,374 1,327 1,250
+ + + + +
0,14 0,17 0,36 0,29 0,25
Testiculo D 2,257 * 0,759 1,810 0,897 1,872 *
+ + + + +
0,13 0,16 0,18 0,05 0,49

Resultados expressos como Média + EPM (n = 6, cada subgrupo).
*p < 0,05 - comparado ao testiculo esquerdo (Teste de Wilcoxon)

pmol/g tecido fresco

Oh 0,5h 1h 6h 24h

Tempo de reperfuséao (h)
OTesticulo esquerdo M Testiculo direito

*p < 0,05 - comparado ao testiculo esquerdo (Teste de Wilcoxon)

FIGURA 10 - Concentracao de glicose no testiculo
(Grupo 1 — Operacao simulada)

N&o foram observadas diferencas significantes na concentracdo de glicose, no
testiculo esquerdo dos ratos submetidos a operacdo simulada ou isquemia do
testiculo direito, nos diversos tempos estudados (0,5 h; 1 h; 6 h e 24 h), quando
comparada a concentracdo de glicose aferida no tempo 0 h (TABELA 4, FIGURA
11).
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TABELA 4: Concentracao de glicose (umol/g tecido fresco) no testiculo
esquerdo nos diferentes tempos de perfusao

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24
Grupo 1 0,832 0,617 1,374 1,327 1,250
+ + + + +
0,14 0,17 0,36 0,29 0,25
Grupo 2 0,906 0,582 0,808 1,006 1,539
+ + + + +
0,11 0,16 0,10 0,17 0,26
Grupo 1 — Operacédo Simulada Grupo 2 — Isquemia

Resultados expressos como Média + EPM (n=6, cada subgrupo).
Andlise de Kruskal-Wallis (Teste de Comparacdes Mdltiplas de Dunn).

pmol/g tecido fresco

Oh 0,5h 1h 6h 24h

Tempo de reperfusao (h)
O Operagao Simulada EIsquemia

(Teste de Dunn)

FIGURA 11 - Concentracéo de glicose no testiculo esquerdo

A comparacao das taxas de glicemia no tempo 0 h (grupos 1 e 2) com as meédias
das concentracfes de glicose sanguinea aferidas durante a reperfusdo mostrou
valores semelhantes em ambos o0s grupos, em todos os tempos estudados (0,5 h;1
h; 6 h; 24 h). (TABELA 5, FIGURA 12)



TABELA 5: Concentragcdo sanguinea de glicose (umol/g sangue)
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Tempo de reperfuséo (horas)

Oh 05 - 24h
Grupo 1 3,95 6,35
+ +
0,85 (6) 0,42 (24)
Grupo 2 4,39 6,21
+ +
0,36 (6) 0,23 (24)

Grupo 1 — Operacédo Simulada

Grupo 2 — Isquemia

Resultados expressos como MédiatEPM, com ndmero de experimentos entre
parénteses. Teste de Mann-Whitney.

pmol/g sangue fresco

0o

()]

D

N

o

(24) (24)
(6) (6)

Oh 0,5h - 24h

Tempo de reperfuséo (h)

O Operagéo Simulada EIsquemia

Teste de Mann-Whitney

(Numero de experimentos entre parénteses)

FIGURA 12 - Glicemia
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4.2. Concentracdo de ATP nos testiculos

A torcdo testicular de 720°, mantida por uma hora, motivou uma gqueda
significante da concentracdo de ATP (p < 0,05) no tempo 0 h (imediatamente apés
60 minutos de isquemia), nos testiculos direitos dos ratos do Grupo 2 (Isquemia).
N&o houve diferengas significantes nos demais tempos estudados (0,5 h;1 h; 6 h; 24
h). (TABELA 6, FIGURA 13).

Nado foram encontradas diferencas significantes, durante a reperfusédo,
comparando-se as concentracdes de ATP nos testiculos direitos (TABELA 6,
FIGURA 13) ao término (tempo 0 h) do periodo de isquemia ou cirurgia simulada
com as concentracdes de ATP encontradas no diversos tempos de reperfusao (0,5
h; 1 h; 6 h; 24 h).

TABELA 6: Concentracdo de ATP (umol/g tecido fresco) no testiculo
direito

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24
Grupo 1 0,120 0,146 0,049 0,222 0,028
+ + + + +
0,03 0,06 0,02 0,16 0,01
Grupo 2 0,033 * 0,049 0,064 0,531 0,027
+ + + + +
0,02 0,02 0,05 0,31 0,01
Grupo 1 — Operacédo Simulada Grupo 2 —

Isquemia
Resultados expressos como Média + EPM. (n = 6, cada subgrupo).

*p < 0,05 — comparado ao Grupo 1 —tempo 0 (Teste de Mann-Whitney)
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0,9
0,8 -
0,7
0,6
0,5 ~
0,4
0,3
0,2

pumol/g tec. fresco

Oh 0,5h 1h 6h 24h

Tempo de reperfuséo (h)

O Operacgéao simulada M Isquemia

*p < 0,05 — comparado ao Grupo 1 — tempo 0 (Teste de Mann-Whitney )

FIGURA 13 - Concentracdo de ATP no testiculo direito

Comparando-se as concentracdes de ATP nos testiculos dos ratos do Grupo 2
(Isquemia), ndo foram observadas diferencas significantes nas concentracdes de
ATP aferidas nos testiculos direitos versus testiculos esquerdos dos animais em
nenhum dos tempos estudados (0 h; 0,5 h;1 h; 6 h; 24 h). (TABELA 7, FIGURA 14)

TABELA 7: Concentracao de ATP (umol/g tecido fresco) nos testiculos
direito e esquerdo (Grupo 2 — Isquemia)

Tempo de reperfusdo (horas)

0 0,5 1 6 24

Testiculo E 0,035 0,021 0,072 0,482 0,032
+ + + + +

0,02 0,02 0,04 0,22 0,01

Testiculo D 0,033 0,049 0,064 0,531 0,027
+ + + + +

0,02 0,02 0,05 0,31 0,01

Resultados expressos como Média + EPM (n = 6, cada subgrupo).
Teste de Wilcoxon
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0,8
0,6 -
0,4 -
0,2 -

pumol/g tecido fresco

Oh 0,5h 1h 6h 24h

Tempo de reperfuséao (h)

@ Testiculo Esquerdo M Testiculo direito

FIGURA 14 - Concentracédo de ATP nos testiculos direito e esquerdo
(Grupo 2 —Isquemia)

Comparando-se as concentraces de ATP nos testiculos dos ratos do Grupo
2 (Isquemia), ndo foram observadas diferencas significantes nas concentracdes de
ATP aferidas nos testiculos direitos versus testiculos esquerdos dos animais em
nenhum dos tempos estudados (0 h; 0,5 h;1 h; 6 h; 24 h). (TABELA 8, FIGURA 15)
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TABELA 8: Concentracdo de ATP (umol/g tecido fresco) nos testiculos
direito e esquerdo (Grupo 1 — Operacao Simulada)

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24

Testiculo E 0,055 0,054 0,091 0,142 0,040
+ + + + +

0,03 0,03 0,04 0,12 0,02

Testiculo D 0,120 0,146 0,049 0,222 0,028
+ + + + +

0,03 0,06 0,02 0,16 0,01

Resultados expressos como Média £ EPM (n = 6, cada subgrupo).
Teste de Wilcoxon

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3
0,2
0,1

O _

umol/g tecido fresca

Oh 0,5h 1h 6h 24h

Tempo de reperfusao (h)

O Testiculo Esquerdo M Testiculo direito

Teste de Wilcoxon

FIGURA 15 - Concentracédo de ATP no testiculo
(Grupo 1 - Operacéo simulada)

Nado foram encontradas diferencas significantes, durante a reperfuséo,
comparando-se as concentracdes de ATP nos testiculos esquerdos (TABELA 9,
FIGURA 16) ao término (tempo 0 h) do periodo de isquemia ou tor¢ado simulada com
as concentragbes de ATP encontradas no diversos tempos de reperfuséo (0,5 h; 1
h; 6 h; 24 h).
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TABELA 9: Concentragcdo de ATP (umol/g tecido fresco) no testiculo
esquerdo nos diferentes tempos de perfusao

Tempo de reperfuséo (horas)

0 0,5 1 6 24
Grupo 1 0,055 0,054 0,091 0,142 0,040
+ + + + +
0,03 0,03 0,04 0,12 0,02
Grupo 2 0,035 0,021 0,072 0,482 0,032
+ + + + +
0,02 0,02 0,04 0,22 0,01
Grupo 1 — Operacéo Simulada Grupo 2 — Isquemia

Resultados expressos como Média + EPM (n=6, cada subgrupo). Andlise de
Kruskal-Wallis (Teste de Comparacdes Mdltiplas de Dunn).

0,8
0,6 -
0,4 -
0,2 -

pumol/g tecido fresco

Oh 0,5h 1h 6h 24h
Tempo de reperfusao (h)

O Operagéo simulada EIsquemia

(Teste de Dunn)

FIGURA 16 - Concentracdo de ATP no testiculo esquerdo
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5. DISCUSSAO

O rato foi 0 animal de experimentacdo escolhido para esse estudo, por tratar-
se de um mamifero de baixo custo de aquisicdo e manutencao e apresentar elevada
resisténcia a infeccdo e ao trauma cirdrgico (FESTING, 1979), tendo sido
empregado, por inumeros pesquisadores, no estudo da isquemia testicular
experimental (LUDWIG et al., 1980; MERIMSKY et al., 1982; MERIMSKY et al.,
1984; COSENTINO et al., 1985; KOGAN et al., 1986; MADARIKAN, 1987;
JANETSCHEK et al., 1988; HEINDEL et al., 1990; GOTO, 1991; SAKAI et al., 1992;
COSTABILE et al., 1993; AKGUR et al., 1994; KARAGUZEL et al., 1995; KOLETTIS
et al.,, 1996; SABA et al.,, 1997; BECKER et al.,, 1997; ORTIZ e ARAUJO, 1998;
KOSAR , 1999).

Optou-se por utilizar animais na faixa etaria entre 35 - 42 dias, vez que apos
45 dias se completa a espermatogénese, iniciada 4 - 6 dias ap0s o nascimento
(Clermont e Perey apud ARAUJO, 1998), adentrando o animal a fase de vida adulta.
O éter dietilico foi 0 anestésico utilizado pela facilidade de uso com um minimo de
equipamento, apesar de suas conhecidas desvantagens: inducdo de salivacao
excessiva e irritacdo do epitélio respiratério. Os procedimentos cirdrgicos foram de
curta duracdo o que minimizou as complicacdes. A depilacédo por tracdo dos pelos foi
realizada apos a inducdo da anestesia.

A isquemia testicular experimental pode ser obtida por oclusdo da artéria
espermatica por ligadura, pincamento ou torcdo do corddo espermatico. Palmer et
al., (1997) estudaram diferentes modelos de isquemia testicular experimental em
ratos Sprague-Dawley e concluiram, baseados em medi¢des realizadas com o
fluxdmetro Doppler de raios laser, que o pincamento do corddo espermatico produz,
no rato, uma isquemia mais importante que aquela obtida com a torcao testicular de
7200,

Optou-se, neste estudo, por utilizar a torgao testicular executando duas voltas
completas (720°) porque ja foi demonstrado que tor¢des de apenas uma volta (360°)
ndo produzem alteragbes histoldgicas significativas no testiculo contralateral.

Janetschek et al., (1987) estudaram os efeitos da tor¢do testicular experimental e
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concluiram que torcdes superiores a 360 produzem efeitos hemodinamicos
similares aos observados em situacdes clinicas reais.

Ryan et al., (1988) realizaram estudos com diversos modelos de isquemia
testicular, com ou sem fixacao do testiculo apds a torcédo e concluiram que tor¢des
de 360°, independentemente do método de fixacdo testicular, ndo produziam
congestao venosa ou estase vascular. Quando a rotacdo era aumentada para 720°,
seguida da fixacao testicular pela aplicacdo de pontos de sutura no mesérquio, as
modificacdes circulatorias eram significativas, aproximando-se daquelas observadas
na torcdo testicular humana. A fixacdo transparenquimal do testiculo produz
alteracbes semelhantes, mas a passagem da agulha de sutura pelo parénquima, ao
propiciar a ruptura de tubulos seminiferos, determina o aparecimento de lesdes no
testiculo contralateral, que podem invalidar os resultados da pesquisa (RYAN et al.,
1988).

Rodriguez & Kaplan (1988) realizaram experimentos, usando ratos Sprague-
Dawley, na tentativa de encontrar um método ideal de fixacdo testicular; foram
usados a eversdo da tunica vaginal, a fixacdo do testiculo com fios absorviveis ou
inabsorviveis e talco ou tetraciclina para a producao de reacao inflamatéria. Nenhum
dos métodos estudados provou ser adequado para a realizacdo do experimento.

Dixon et al., (1993) estudaram os efeitos da fixagdo transparenquimal do
testiculo, em ratos Sprague-Dawley pré-puberes utilizando diferentes fios de sutura e
encontraram uma reacdao inflamatoria em todos 0s casos.

Heindel et al., (1990) demonstraram, experimentalmente, em ratos pré-
puberes, que a lesdo do testiculo contralateral depende do grau de tor¢cdo do
testiculo ipsilateral; tor¢des inferiores a 720° ndo produzem alteracdes da fertilidade
do testiculo contralateral.

Becker e Turner (1995) estudaram as alteracdes enddcrinas e exdcrinas na
TT experimental em ratos Sprague-Dawley pré-puberes, concluindo que tor¢des de
360° ndo produziam alteragbes significativas em qualquer dos testiculos,
independentemente do tempo de duracao da isquemia. Por outro lado, quando a TT
era de 720°, as lesbes do testiculo torcido eram significativas, tanto maiores quanto
maior fosse a duragéo da isquemia .

Considerando-se que a perfusdo sanguinea do testiculo submetido a torcéo

de 720° n&o retorna apos periodos de isquemia superiores a 3 horas (AKGUR et al.,
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1993), realizou-se o0 experimento observando esse limite de tempo; assim, 0s
periodos de isquemia experimental foram limitados a 1 hora.

As causas da lesdo do testiculo contralateral na tor¢do unilateral do cordao
esperméatico tem sido objeto de inUmeros estudos, com resultados muitas vezes
contraditorios. Varias sédo as hipéteses para justificar o dano identificado no testiculo
contralateral:

- lesdo hipoxica: a diminuicdo do fluxo sangliineo no testiculo ipsilateral

promoveria alteragdo semelhante no testiculo contralateral, levando a hipoxia

(SALMAN et al., 1997);

- lesdo imunoldgica: o testiculo destorcido, sendo preservado, produziria

anticorpos antiesperma séricos) que atacariam a gbnada contralateral

(BARSTCH et al., 1980);

- lesdo parenquimatosa: a fixacao profilatica dos testiculos, recomendada no

tratamento da torcdo testicular poderia ser responsavel pelo aparecimento

das lesOes testiculares (RYAN et al, 1988) ;

- lesdo pré-existente: as anormalidades testiculares poderiam existir sem a

concomitancia de qualquer forma de reacdo imune e mesmo na auséncia de

torcdo unilateral, (HORICA et al, 1982);

- 0 dano testicular poderia existir antes do evento, decorrente de

anormalidades anatbmicas que predispdem a torcdo, tais como a insercéo

alta da tunica vaginal e a fixacdo central do testiculo, conhecido como “bell

clapper” ou badalo de sino (Abeshouse apud SNYDER JR. et al., 1962;

DOMINGUEZ et al., 1994);

- a les@o histolégica do testiculo contralateral seria conseqiiente a mecanismo

neurologico (simpatico) através de impulsos nervosos conduzidos pelo nervo

geniturinario (TANYEL et al., 1999);

- as alteracdes histopatoldgicas do testiculo contralateral seriam decorrentes

da peroxidacéo dos lipidios da membrana celular produzida pelos metabdlitos

do tipo superoéxidos, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila, resultantes
do metabolismo celular no testiculo isquémico (PRILLAMAN e TURNER,

1997; SARICA et al., 1997).

Akglr et al., (1993) postulam que a reducdo da perfusdo sanguinea,

observada durante a tor¢cdo do corddo espermatico pode persistir em ambos 0s
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testiculos mesmo apO6s a destorcdo. Posteriormente, 0S mesmos autores
demonstraram que a TT unilateral determina uma diminuicdo da perfusdo no
testiculo contralateral; a orquiectomia sub-epididimal n&o modifica o quadro
patologico, sugerindo que o0 estimulo para essas lesbes possa originar-se nos
nervos e vasos sanguineos do corddo espermatico (AKGUR et al., 1995).

Karaguzel et al., (1995) estudaram o efeito da simpatectomia quimica na
torgéo testicular unilateral, concluindo que o uso de 6-OH-dopamina tem uma acgéo
preventiva , impedindo alteracdes histologicas no testiculo contralateral e atribuiram
esse efeito a prevencao da diminuicao do fluxo sanguineo nesse testiculo.

Um estudo avaliou o grau de reducéo do fluxo sangtineo ocorrido na tor¢céao
testicular induzida em coelhos. Através da fluxometria Doppler colorida e contrastes
imuno-radioativos concluiu que sua reducdo no testiculo ipsilateral, submetido a
torcdes inferiores a 720° n&o é significativa (FRUSH et al., 1995).

Salman et al., (1997) afirmam que a torcdo do corddo espermatico, em ratos,
na auséncia do testiculo e epididimo causa hip6xia na gbnada contralateral e que o
mecanismo parece estar relacionado a presenca da artéria testicular, posto que a
remocao do testiculo e epididimo ndo evitam a hipdxia contralateral. Pesquisas
adicionais demonstraram a diminuicdo do fluxo sanguineo e conteudo de O, no
testiculo contralateral do rato durante a tor¢édo testicular unilateral, o que poderia
explicar a ocorréncia de lesdes testiculares contralaterais ( SALMAN et al., 1998). No
ano seguinte Andiran et al., (1999) demonstraram que a TT ou obstrucédo do canal
deferente determinam alteracdes histoldégicas no testiculo contralateral por um
mecanismo semelhante (reducédo do fluxo sanguineo).

Nguyen et al., (1999) submeteram leitdes pré-puberes a torcdo testicular
unilateral (8 horas de isquemia) e encontraram diminuicdo da perfusdo sanguinea
no testiculo ipsilateral. Apos destor¢do, ocorreu aumento do fluxo sanguineo em
ambos os testiculos. As lesGes seriam decorrentes desse aumento da perfuséo.

Vérios autores demonstraram que a atrofia testicular ipsilateral estava ligada
ao tempo de torcdo sugerindo que o dano da funcdo exodcrina do testiculo estaria
relacionado a duracéo da isquemia e que as lesdes do testiculo contralateral seriam
uma reacgéo auto-imune (BARSTCH et al., 1980; WALLACE et al.,1982; THOMAS et
al, 1984). Harrison et al.,(1981) afirmam que a simples manipulacdo do testiculo
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seria suficiente para causar dano histologico ao testiculo contralateral, estimulando a
producao de anticorpos.

Mastrogiacomo et al., (1982) analisaram os efeitos da TT em 25 pacientes
pés-puberes, verificando que a espermatogénese apresentava significativas
alteracdes nos pacientes onde os testiculos torcidos foram preservados, ao contrario
daqueles submetidos a orquiectomia, e atribuiram essas alteracbes a um
mecanismo auto-imune.

Nagler e deVere White (1982) realizaram diversos experimentos com ratos
Sprague Dawley adultos e concluiram que na tor¢cdo do corddo esperméatico com
menos de 24 horas de duracdo, a supressao imunolégica (administracdo peri-
operatéria de globulina anti-linfocitica + esplenectomia no 3°. dia) impede o
aparecimento de alteracdes histoldgicas no testiculo contralateral.

Merimsky et al., (1984) submeteram 56 ratos a TT experimental e concluiram
que quando o testiculo era removido ap6s 24 horas, anticorpos antiesperma
estavam presentes em 82,7% dos animais cujos testiculos foram destorcidos e
preservados e em 47% dos ratos submetidos a orquiectomia.

Fraser et al., (1985) pesquisaram a presenca de anticorpos em 47 pacientes,
2 a 10 anos pos-torcéo testicular. Havia alteracéo da espermatogénese em 77% dos
casos; nao foram detectados, no entanto, anticorpos antiesperma.

Kearney e Lewis-Jones (1985) demonstraram a presenca de anticorpos
antiesperma em animais submetidos a TT. O uso de imunossupressores propiciava
uma reducédo das lesdes contralaterais.

Puri et al., (1985), estudando 18 pacientes submetidos a cirurgia
conservadora para correcdo de tor¢do testicular aguda no periodo pré-pubere
demonstraram que o testiculo viavel preservado, mesmo apresentando alto grau de
atrofia no decorrer dos anos, ndo induzia eventos auto-imunes ou disturbios da
fertilidade, 7 a 23 anos mais tarde.

Kogan et al., (1986) estudaram os efeitos da TT em ratos e concluiram que as
lesbes do testiculo contralateral se devem a um mecanismo imunolégico, opiniao
compartilhada por outros pesquisadores (WORKMAN e KOGAN, 1988).

Choi et al., (1993) estudaram o metabolismo celular no testiculo contralateral

em ratos Sprague-Dawley e concluiram que a tor¢do do corddo espermatico afeta o
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testiculo contralateral por um mecanismo sistémico, mas ndo conseguiram explicar
sua teoria.

Karaguzel et al., (1994) demonstraram, em estudo experimental, ndo ser
necessaria a presenca de tecido espermatico (testiculo torcido) para o aparecimento
de alteracédo histologica no testiculo contralateral, sugerindo que o mecanismo da
leséo testicular ndo pode ser atribuido a uma reacdo auto-imune. Opinido contraria
tém Sanjuan Rodriguez et al., (1994), que estudaram os efeitos da torcao testicular
experimental (24 horas) no rato e concluiram que as alteracdes do testiculo
contralateral seriam decorrentes de fenbmeno imunologico, opinido compartilhada
por Andersen et al., (1995), que examinaram 35 pacientes 6 a 12 anos apos
cirurgia para correcao de torcdo do corddo esperméatico e ndo encontraram indicios
de auto-imunizagéo.

Kosar (1999) submeteu 75 ratos Wistar adultos a TT de 720° e identificou
anticorpos antiesperma no testiculo contralateral 30 dias apés a destor¢cdo ou
orquiectomia do testiculo torcido, reforcando assim a teoria imunologica do
mecanismo de leséo do testiculo contralateral.

Ryan et al., (1988) demonstraram que a fixacdo transparenquimal do
testiculo determina o aparecimento de alteracBes histolégicas em ambos o0s
testiculos.

O dano testicular poderia ocorrer antes da torcdo, decorrente de
anormalidades anatdmicas que predispdéem a torcéo, ja perfeitamente conhecidas
dos cirurgibes pediatras, tais como a insercdo alta da tunica vaginal e a fixacao
central do testiculo, conhecido como badalo de sino, que por serem bilaterais
poderiam acarretar episédios isquémicos transitérios, subclinicos, que promoveriam
o dano funcional (Abeshouse et al., apud Snyder Jr. et al., 1962).

Horica et al., (1982) verificaram, por microscopia Otica e eletrbnica, a
existéncia de testiculos displasicos em pacientes com tor¢cado unilateral, sem a
concomitancia de qualquer forma de reagcao imune.

Hadziselimovic et al., (1986) estudaram, retrospectivamente, as biopsias
testiculares de pacientes (8 pré-puberes e 30 adolescentes) que haviam sido
operados para correcdo de tor¢do testicular, metade dos foram submetidos a
biopsias bilaterais. A reducdo do nimero de espermétides foi observada em ambos
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os testiculos, levando os pesquisadores a sugerir que essas lesbes possam ser
preexistentes.

Laor et al.,, (1990) realizaram uma revisdo histolégica de 20 biopsias
testiculares de pacientes pds-puberes, realizadas por ocasido da cirurgia corretiva
para torcao testicular unilateral, e encontraram alteracdes contralaterais em 60% dos
casos, afirmando que as lesdes seriam preexistentes.

Anderson e Williamson (1990) encontraram casos de dano ja estabelecido
em ambos os testiculos, em muitos pacientes que tinham uma histéria de episddios
de dor e edema escrotais prévios ao episodio da torcdo aguda; realizando bidpsias
simultdneas ao tempo da intervencdo cirdrgica ficou constatada a existéncia de
lesGes testiculares.

Hagen et al., (1992) estudaram a histologia do testiculo contralateral de 34
pacientes com torcao testicular por ocasido da destorcdo e apdés 4 meses,
encontrando alteracbes em 30 deles, por ocasido da primeira intervencao,
concluindo que tais alteracdes eram devidas a uma displasia congénita preexistente.

Dominguez et al., (1994) estudaram biépsias provenientes de pacientes pré-
puberes, com historia prévia de torcdo do corddo espermatico, 3-7 anos antes da
avaliacdo, apresentando atrofia ipsilateral, e que tiveram seus testiculos destorcidos
e preservados. As alteracbes histoldgicas encontradas foram  variadas e
inconsistentes, desde hipoplasia tubular minima ou moderada a hipoplasia da
camada germinal . Diante desses achados, os autores atribuiram essas alteracdes a
preexisténcia de disgenesia gonadal.

Wallace et al., (1982) ndo conseguiram explicar o mecanismo da lesdo mas
admitiram que o testiculo torcido seria 0 responsavel pela lesdo contralateral com
um mecanismo semelhante ao observado nas lesbes do globo ocular, propondo o
nome de “orquidopatia simpatica” para o fendmeno. A simpatectomia quimica evita a
elevacdo dos niveis de &cido latico e hipoxantina e conseqientes alteracdes
histologicas no testiculo contralateral dos ratos submetidos a TT. As lesBes do
testiculo contralateral seriam entdo mediadas pelo sistema simpatico (KARAGUZEL
et al., 1994).

A determinacdo da concentracdo de noradrenalina e de nitrito-nitrato no
testiculo contralateral de ratos previamente submetidos a torcdo do corddo

espermatico por 24 horas, na auséncia ou presenca do testiculo e ou epididimo
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ipsilateral ndo evidenciou modificacbes nas concentracfes testiculares de nitrito-
nitrato sugerindo que essas substancias ndo sdo responsaveis pelo aparecimento de
lesbes histoldgicas no testiculo contralateral (TANYEL et al., 1999).

Akglr et al., (1994) demonstraram que a destorcdo testicular apds torcao
experimental com duracdo de até 2 horas, leva a um aumento significativo da
peroxidacao lipidica no testiculo ipsilateral mas ndo no testiculo contralateral; as
lesbes encontradas no testiculo ipsilateral representam uma somatéria dos efeitos
da isquemia decorrente da diminuicdo do fluxo sangiliineo acrescida das lesbes
causadas pela reperfuséo.

Sarica et al., (1997) estudaram a acdo dos bloqueadores de radicais livres em
ratos Wistar adultos e concluiram que até 2 horas de isquemia ndo ha aumento
significativo na atividade enzimatica. Apés 6 horas, as alteracdes encontradas no
testiculo contralateral sdo mais pronunciadas nos animais submetidos a destorcéo
testicular do que naqueles submetidos a orquiectomia.

Durante a isquemia, a concentracao intracelular de adenosina trifosfato (ATP)
€ reduzida, ocorrendo entdo um aumento da concentracdo de adenosina
monofosfato (AMP) que é metabolizada, posteriormente, em adenosina, inosina e
hipoxantina. ApOs restabelecimento da circulagdo sanguinea e consequente
reoxigenacao dos tecidos, o oxigénio molecular reage com a hipoxantina e a xantina
oxidase, produzindo metabdlitos extremamente citotéxicos: superéxido, perdxido de
hidrogénio e radical hidroxila (MCCORD, 1985).

Na vigéncia da isquemia, alguns tecidos animais ndo conseguem oxidar o
piruvato formado pela glicélise devido a falta de oxigénio, sendo entdo reduzido a
lactato. O processo é conhecido como glicélise anaerébica e é uma importante fonte
de ATP (LEHNINGER, 1984).

Quando o tecido é privado de oxigénio, ha inibicdo no transporte de elétrons
vez que a reacdo de fosforilagdo que ocorre ao nivel das mitocdndrias necessita de
suprimento constante de O, para ocorrer normalmente. O resultado € um declinio
nos niveis tissulares de ATP. Na tentativa de manutencdo das funcgdes celulares, o
metabolismo anaerdbico da glicose (glicolise) € ativado. Ocorre entdo uma rapida
deplecdo dos niveis de glicogénio, resultando em aumento do &cido lactico e
reducdo do pH intracelular. Alguns tecidos, tais como a medula dos rins e o0s

testiculos apresentam um teor reduzido de mitocondrias nas suas células e
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dependem quase que exclusivamente da glicélise anaerdbica para a producdo de
ATP. A medida que o nivel de glicose sanguinea é reduzido, em decorréncia do
bloqueio circulatério, imposto pela tor¢do do corddo espermatico, ha uma diminuigéo
do nivel de ATP devido a reducdo da glicélise. Por outro lado, com aumento da
oferta de sangue oxigenado, pela destor¢cdo do testiculo, o nivel de ATP deve
aumentar, retornando aos seus valores normais (OLSON, 1997).

Turrens et al. (1991) estudaram os efeitos da reperfusdo das células
cardiacas do rato previamente submetido a isquemia e demonstraram que ha uma
inibicdo especifica na cadeia transportadora de elétrons com incapacidade de
producao de ATP, concluindo que a reperfusdo de um 6rgao previamente submetido
a isquemia determina graves lesfes mitocondriais, incluindo edema e depdsito de
cristais de hidroxiapatita na matriz mitocondrial. Assim, a gravidade da leséo poderia
comprometer a producéo de ATP.

Os efeitos negativos da torcéo testicular sobre o metabolismo tissular foram
objeto de inUmeros estudos. Pesquisas comprovaram que os testes metabdlicos sao
mais sensiveis que os estudos histolégicos na avaliagdo das lesdes do testiculo
contralateral, em decorréncia de isquemia testicular unilateral. Estudos metabdlicos
comprovaram a existéncia de peroxidacdo lipidica, confirmada pela presenca de
indicadores bioquimicos do estresse oxidativo, no testiculo contralateral,
demonstrando que as alteragbes metabdlicas refletem com maior brevidade e
fidelidade a existéncia de lesbes no testiculo contralateral que as tradicionais
técnicas de investigacao histologica (SALMAN et al., 1997; KOLLETIS et al., 1996).

A compreensao do significado de um ensaio enzimatico é fundamental para a
correta interpretacdo dos resultados. O método baseia-se na especificidade da
reacdo enzimatica, com cada tipo de substrato. Ao término da reacdo ocorre a
reducdo de NAD+/NADP ou a oxidacdo de NADH/NADPH. Os nucleotidios piridina
(NAD+, NADP) absorvem a luz a 260 nm, no seu estado normal, mas no estado
reduzido este valor aumenta para 340 nm. Utilizando-se este valor para a medida da
densidade Optica, pode-se acompanhar diretamente 0 processo de conversao
enzimatica do substrato em uma cubeta, pela leitura do espectrofotometro. Assim,
independentemente da aceitagcao de H+ pelo NAD+ ou a doacao de H+ pelo NADH,
a densidade Optica aumenta ou diminui em 6,22 unidades com a producdo ou
consumo de um micromol de NADH/NADPH.



49

Sabendo-se que um micromol de substrato reage com um micromol de
NAD+/NADP (ou NADH/NADPH), no curso de uma reacdo enzimatica especifica,
pode-se afirmar que a mudanca na densidade O&ptica reflete rigorosamente a
quantidade de substrato consumida pela reacdo. A conversao do substrato é
praticamente completa, observadas as condi¢cdes adequadas ao ensaio. Nessas
circunstancias, a diferenca de densidade Optica pode ser usada para calcular a
concentracdo do substrato no tecido ou no sangue, ap0s a correcao pelo fator de
diluicdo apropriado. A especificidade do ensaio enzimatico depende a pureza da
enzima, enquanto que a precisdo € dependente das condicbes da realizacdo do
ensaio. A sensibilidade do ensaio enzimatico, traduzida por mudancas mensuraveis
da densidade Optica, esta diretamente relacionada ao grau de conversdo de
NAD+/NADP em NADH/NADPH ou vice-versa.

No presente estudo, a queda significante da concentracdo de glicose (p <
0,05) nos testiculos direitos dos ratos submetidos a isquemia de 60 minutos de
duracdo (torcdo de 720°) em relacdo as concentragbes de glicose aferidas nos
testiculos direitos dos ratos submetidos a operacdo simulada (torcdo seguida de
destor¢cdo) mostrou que a isquemia induziu diminuicdo na captacdo de glicose
(0,211 + 0,09 umol/g versus 2,257 + 0,13 pmol/g) no tempo 0 h. Isto sugere que a
tor¢éo testicular de 720° induz restricdes no fluxo sanguineo destinado ao testiculo
torcido, produzindo graves alteragdes no metabolismo oxidativo da glicose, durante a
fase de isquemia. A auséncia de diferencas significantes, com concentracdes
similares de glicose 30 minutos ap0s a destorcdo (TABELA 1, FIGURA 8) sugere
pronta recuperacdo do metabolismo oxidativo da glicose com a normalizacdo da
oferta de sangue oxigenado ao testiculo destorcido.

O aumento progressivo da concentracdo de glicose nos testiculos dos ratos
submetidos a isquemia, durante o periodo de reperfusdo, sugere recuperacao
progressiva na capacidade de captar glicose pelo tecido previamente submetido a
isquemia, uma hora apos o inicio da reperfusdo. Embora o tempo 6 h mostre valores
estatisticamente semelhantes de glicose em comparacdo aos valores aferidos no
tempo 0 h, nota-se uma tendéncia de aumento das concentracbes de glicose
durante a reperfusao (0,211+ 0,09 umol/g versus 1,175 £ 0,19 umol/g), com valores
significantemente maiores (p < 0,05) no tempo 24 h (TABELA 1, FIGURA 8). Estas
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diferencas estdo provavelmente relacionadas com as alteracées do fluxo sanguineo
no periodo pos-isquémico.

Tanyel et al.,, (1989) demonstraram que a torcdo testicular induzia uma
diminuig&o subita do fluxo sangliineo nos testiculos de coelhos adultos submetidos a
torcdo/destorcdo unilateral. Apés a destorcdo o retorno da perfusdo, era lento e
gradativo.

Turner e Brown (1993) submeteram ratos adultos a tor¢&o testicular (720°),
produzindo uma redugédo de 94% no fluxo sanguineo do testiculo ipsilateral.

Neste estudo, a reducédo significante (p < 0,05) da concentracdo de glicose
nos testiculos direitos (isquemiados) dos ratos do Grupo 2, em comparacdo as
concentragcdes de glicose nos testiculos esquerdos (controle) dos mesmos animais
resulta, possivelmente, da diminuicdo da captacéo de glicose no tempo 0 h (0,211 +
0,09umol/g versus 0,906 + 0,11umol/g) pelos testiculos submetidos a isquemia
(TABELA 2, FIGURA 9).

Pesquisadores demonstraram que apos 2 horas de isquemia, nos ratos
submetidos a TT de 720°, a reducdo do fluxo sangiiineo na artéria esperméatica do
testiculo contralateral pode ser superior a 40% (KOLETTIS et al., 1996).

A auséncia de alteracdes nas concentracdes de glicose no testiculo esquerdo
(contralateral) dos animais do Grupo 2 (Isquemia) poderia ser explicada pelo curto
tempo de isquemia utilizado no experimento vez que tais lesdes foram encontradas
por outros pesquisadores somente apos 3 horas de isquemia (SALMAN et al, 1998).

O aumento significante (p < 0,05) da concentracdo de glicose (2,257 + 0,13
pumol/g) no testiculo direito (submetido a operag¢édo simulada) no periodo pés-trauma
imediato (60 minutos apos a torcao/destor¢cao), em comparacdo a concentracao de
glicose no testiculo esquerdo (TABELA 3, FIGURA 10) do mesmo animal (0,832 *
0,14 pmol/g) mostra que o trauma sem isquemia (Operacdo Simulada) induz
aumento da demanda energética do testiculo manipulado com conseqlente
aumento da captacao da glicose (efeito trauma).

Harrison et al., (1981) demonstraram que a simples manipulacao do testiculo
ipsilateral ensejava o aparecimento de lesdes no testiculo contralateral. A presenca
destas lesdes estaria relacionada a um mecanismo imunoldgico.

O aumento significante (p < 0,05) da concentracédo de glicose (1,872 + 0,49
pumol/g) no testiculo direito (Operagcao Simulada - TABELA 3, FIGURA 10) quando
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comparada a concentracdo de glicose no testiculo esquerdo (1,250 + 0,25 umol/g)
no tempo 24 h sugere que o trauma induzido pela exposicdo e manuseio do testiculo
direito, na operacdo simulada, pode estimular a captacdo de glicose pelo tecido
testicular e que esse efeito perdura, pelo menos, por 24 horas.

Melikoglu et al, (1992) estudaram o fluxo sanglineo na torcédo testicular
experimental, com a utilizacdo da injecao intratesticular de Xenon -133, encontrando
aumento desse fluxo no testiculo contralateral, 15 dias apo0s a torgdo, em ratos
albinos submetidos a isquemia por 3 horas.

A queda significante (TABELA 1, FIGURA 8) da concentracdo de glicose
durante a reperfusdo, no testiculo direito dos animais submetidos a operacao
simulada, comparando-se as concentracdes de glicose no tempo Oh (imediatamente
apos 60 minutos do trauma) com os tempos 0,5 h (2,257 + 0,13 pmol/g versus 0,759
+ 0,16 umol/g — p < 0,01) e 6 h (2,257 £ 0,13 umol/g versus 0,897 + 0,05 pmol/g — p
< 0,01) e a auséncia de diferencas significantes entre as concentracées de glicose
nos tempos 0 h e 24 h sugerem que a leséo tissular imposta pela operacdo simulada
é reversivel e de lenta recuperacao.

A auséncia de diferencas significantes na concentracdo de glicose no
testiculo contralateral (esquerdo) dos animais submetidos a isquemia e operacao
simulada (TABELA 4, FIGURA 11), nos tempos estudados (0,5 h;1 h; 6 h; 24 h)
quando comparada a concentracdo do substrato no tempo O h, sugere que a
isquemia do testiculo ndo induz alteracbes metabdlicas no testiculo contralateral,
quando o tempo de isquemia é muito curto (1 hora, no presente estudo). Estes
achados sédo semelhantes aos apresentados por outros pesquisadores (CHOI et al.,
1993).

Choi et al., (1993) demonstraram que o0s testiculos contralaterais de ratos
submetidos a isquemia testicular de curta duracdo (menos de 3 horas) néo
apresentam alteragdes no seu metabolismo energético.

Taxas de glicose (glicemia) semelhantes em ambos os grupos estudados
demonstram que a torcdo testicular ou a manipulacdo do testiculo (Operacao
Simulada) ndo induzem alteracdes na glicemia, ao contrario do que acontece na
isquemia hepatica, segundo Garcia (1994), que demonstrou a ocorréncia de
elevacdo significante na glicemia de ratos adultos ap6s uma hora de isquemia
hepatica normotérmica. (TABELA 5, FIGURA 12)
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A diminuicao estatisticamente significante (p < 0,05) da concentracédo de ATP
(0,033 = 0,02 pmol/g versus 0,120 = 0,03 pmol/g) no testiculo direito dos ratos
submetidos a isquemia de 60 minutos de duracdo (tor¢do testicular de 720°) em
comparacao as concentracdes de ATP nos testiculos direitos dos ratos submetidos a
operacdo simulada (torcdo seguida de destor¢éo), no tempo 0 h, demonstra que a
isquemia induz graves alteracdes no metabolismo. (TABELA 6, FIGURA 13),
diminuindo a captacao tissular de glicose e a respiracdo celular com queda
significativa da producédo de ATP.

A diminuicdo da oferta de oxigénio ao tecido testicular obriga a gbnada a
buscar energia para sua manutencédo via glicélise anaerdbica. A reducdo da oferta
de glicose, imposta pela diminuicdo da captacdo deste substrato em decorréncia da
isquemia resultante da torcao testicular, explicaria a queda da concentracao de ATP
no testiculo direito. Concentracdes similares de ATP em ambos os testiculos, a
partir de 0,5h apds o inicio da reperfusdo sugerem normalizacdo da capacidade de
producdo de energia pelo testiculo (TABELA 6, FIGURA 13).

Neste estudo, a inexisténcia de diferencas significantes na concentracdo de
ATP no testiculo esquerdo dos ratos submetidos a isquemia testicular por tor¢éo do
testiculo direito (TABELA 7, FIGURA 14), quando comparadas as concentracdes de
ATP nos testiculos direitos durante a reperfusao (tempos 0,5 h, 1 h, 6 h e 24 h)
poderia ser explicada pelo reduzido tempo de isquemia (apenas uma hora) do
testiculo ipsilateral (direito).

Choi et al., (1993) estudaram as alteracbes do metabolismo celular no
testiculo contralateral de ratos Sprague-Dawley com 9 semanas de idade (42 dias)
submetidos a torgdo testicular unilateral (3, 8 e 24 horas de isquemia). Os animais
foram avaliados em 3 momentos diferentes (0 h, 4 h e 14 dias ap0s a destor¢ao). As
analises das concentracdes de ATP foram realizadas por cromatografia. Nao foram
encontradas diferengas significantes na concentracdo de ATP no testiculo
contralateral dos animais submetidos a isquemia de 3 horas de duracdo, quando
comparada ao respectivo controle. O prolongamento do tempo de isquemia (8 e 24
horas) produziu uma reducao significante das concentracées de ATP no testiculo
contralateral.

A auséncia de diferengas significantes (TABELA 7, FIGURA 14) na

concentracdo de ATP, comparando-se o testiculo direito ao esquerdo dos ratos do
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Grupo 2 (Isquemia) e nos ratos do Grupo 1 (Operac¢do Simulada — TABELA 8,
FIGURA 15) sugere que as alteracfes isquémicas do testiculo ipsilateral (direito) ndo
induzem modificacdes no metabolismo do ATP no testiculo contralateral (esquerdo),
nos animais submetidos a isquemia unilateral de apenas 1 h de duracdo ou a
manipulacdo (torcdo seguida por destorcdo imediata). Resultado semelhante foi
apresentado por Akgur et al., (1993), estudando os efeitos da tor¢éo unilateral (720°,
1 hora de isquemia) em ratos albinos adultos. Esses pesquisadores encontraram
aumento significativo dos produtos da peroxidacéo lipidica no testiculo ipsilateral e
auséncia de alteracdes no testiculo contralateral.

Saba et al (1997) estudaram as lesbes decorrentes da isquemia testicular por
torcdo unilateral do testiculo em ratos pré-puberes e encontraram alteracdes
morfologicas progressivas, tempo-dependentes, no testiculo ipsilateral dos ratos
apos 1 ou 2 horas de isquemia; a destorcao do testiculo propiciava alteracées mais
significativas no testiculo ipsilateral mas ndo exercia nenhum efeito sobre o testiculo
contralateral, nos estudos histoloégicos realizados. Os estudos metabdlicos
realizados pelos mesmos pesquisadores comprovaram a existéncia de peroxidagao
lipidica, no testiculo contralateral, sugerindo que esse ultimo método é mais sensivel
e permite identificar a existéncia de lesdes testiculares contralaterais na isquemia
unilateral, com maior acuracia. ( SABA et al., 1997)

A auséncia de alteracdes significantes na concentracdo de ATP no testiculo
isquemiado, nos diversos tempos de reperfusdo pode ser decorrente de lesao celular
irreversivel imposta pela isquemia de uma hora de duracdo. (TABELA 6, FIGURA
13)

A auséncia de alteracdes significantes na concentracdo de ATP nos animais
do Grupo 1, no periodo po6s manipulacdo cirurgica, diferentemente do que foi
demonstrado com relacédo a concentracdo de glicose, pode ser decorrente de lesdo
celular imposta pelo manuseio do testiculo. (TABELA 8, FIGURA 15)

A auséncia de diferencas significantes entre as concentracbes de ATP ao
término do periodo de isquemia ou 60 minutos apos a realizacdo da operacéo
simulada em comparacéo aos valores aferidos nos diversos tempos estudados (0,5
h; 1 h; 6 h; 24 h) mostra que a isquemia de 60 minutos ou o simples manuseio dos

testiculos pode induzir alteragbes metabdlicas severas, com repercussao negativa
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na producdo de ATP, vez que esses valores permanecem estaveis durante o
periodo pds-trauma (Grupo 1) ou a reperfusao (Grupo 2). (TABELA 8, FIGURA 15)

A isquemia de curta duragdo (60 minutos) ou o simples manuseio dos
testiculos ndo parece ser suficiente para induzir alteracdes nos concentracbes de
ATP nos testiculos contralaterais (TABELA 9, FIGURA 16) dos animais do Grupo 1
(Isquemia) na fase de reperfusdo e no periodo pos-trauma (Operacao Simulada) nos
animais do Grupo 2.

Em resumo, os resultados evidenciaram que a torcdo testicular de 720° é
capaz de produzir graves restricdes ao fluxo sanguineo do testiculo torcido. Por
outro lado a isquemia de apenas uma hora de duragéo pareceu ser insuficiente para
produzir repercussdes sobre o metabolismo do testiculo contralateral. Ficou evidente
o efeito trauma, mostrando que o testiculo € uma estrutura muito sensivel e que
deve ser manuseada com extremo cuidado. A capacidade de recuperacao
progressiva do testiculo isquemiado foi evidenciada, justificando a conduta cirdrgica
de preservacao do testiculo, na isquemia de curta duragao.

Um futuro trabalho poderia avaliar com maior detalhamento as repercussoes
temporais da isquemia e os limites entre a lesdo metabdlica recuperavel e a leséo

irreversivel, guando a remocao cirurgica do testiculo torcido estaria indicada.
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6. CONCLUSOES

1. A torcéo testicular de 720° induz restricdes no fluxo sanguineo, produzindo

graves alteragdes no metabolismo oxidativo da glicose.

2. A torcao unilateral de 720°, do corddo espermatico de ratos Wistar, por
uma hora, induz uma reducdo da concentragao tissular de ATP e de

glicose no testiculo ipsilateral, in vivo.

3. Na reperfusdo, ocorre uma recuperacao progressiva da capacidade de
captacdo de glicose e normalizacdo da producéo de energia pelo testiculo

submetido a isquemia.

4. A isquemia por torgédo testicular unilateral de 720°, por uma hora, em ratos

Wistar, ndo induz alteragdes metabdlicas no testiculo contralateral.

5. A isquemia por torgéo testicular unilateral de 720°, por uma hora ou a
simples manipulacdo cirurgica do testiculo (operagédo simulada), em ratos

Wistar, ndo induzem alteragdes na glicemia.

6. O manuseio cirdrgico do testiculo do rato Wistar produz aumento da

concentracdo de glicose tissular no testiculo manipulado.
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ANEXO 1

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

1. Solugdes reagentes

(REAGEN, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)
e Acido cloridrico (HCI)
e TRIS (Hidroximetil) Aminometano (C4H11NO3)
(VETEC Quimica Fina Ltda. Rio de Janeiro — RJ, Brasil)
e Hidréxido de Potassio (KOH)
(Haquimica Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo — SP, Brasil)
e Acido perclérico 20% (HCIOg
(Grupo Quimica Industrial Ltda, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)
e Cloreto de Magnésio (MgCl,.6H,0)
(Merck KGA A, Germany)
e Universal Indicator Solution pH 4-10

2. Enzimas

(Boehringer Mannheim — Germany)
e ATP (trifosfato de adenosina, C1o0H14N50 13P3Na, 3H,0)
e G6P-DH  (glicose-6-fosfato  desidrogenase @ de  Leuconostoc
mesenteroides)
¢ HK (hexoquinase)
¢ NAD (nicotinamida adenina dinucleotidio, C,;H27N7014P23H,0)

e NADH (nicotinamida adenina dinucleotidio, Cz1H27N;014P2Nay)
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Aparelhagem utilizada

Diversos

Balanca de precisdo Mettler Toledo, modelo AB204-S (Micronal S.A.
Séo Paulo, Brasil)

Centrifuga Excelsa Baby |, modelo 206 (Fanem, Sdo Paulo — Brasil)
Espectrofotdmetro (Modelo DU, Beckman, Fullerton, Ca, USA) com
medidor de absorbancia digital e outros acessorios ( Modernization
System, Gilford, Oberlin, Ohio, USA)

Medidor de pH micronal (pH — metro B374)

lodopovidona - Povidine ®. (Ceras Johnson, Rio de Janeiro, RJ).

Eter dietilico P.A.- (CoHs)O - (VETEC Quimica Fina Ltda, Rio de
Janeiro — RJ)

Material cirargico: bisturi, tesouras, pingas, fios de sutura (seda 4-0)
Cubetas para leitura ultravioleta (Ultra-VU disposable cuvettes -
American Hospital Supply Corporation — USA)

Pipeta Gilson graduada 1.000 mc (Franca)

Becher de 10, 50 e 100 ml (Pyrex)

Tubos de ensaio de vidro de 10 ml

Seringas de 3 ml e agulhas 25/7

Nitrogénio liquido (White Martins, Sdo Paulo — SP, Brasil)

Garrafa térmica de 2 litros para acomodar nitrogénio liquido durante o
experimento

Grau e pistilo de porcelana

Papel Indicador de pH 1-12 (Copar Industria e Comércio Ltda , Rio de
Janeiro — RJ)
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BRASIL. - Lei Federal n. 6.638, de 8 de maio de 1979. Estabelece normas para a
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providéncias. In: Brasil. Colecdo de leis de 1979: atos legislativos do
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Nacional, 1979. 101p. v. 3, p 33-4.

CONSEJO DE ORGANIZACIONES INTERNACIONALES DE CIENCIAS MEDICAS.
Normas internacionales para la investigacion biomédica con animales.

Bol. Oficina Sanit. Panam., v. 108, p. 637-41, 1990.
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